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Streszczenie pracy w języku polskim 
Cynk, jako mikroelement, bierze udział w regulacji wielu procesów metabolicznych, jest niezbędny 
dla prawidłowego wzrostu i rozwoju roślin. Nadmiar cynku jest jednak toksyczny, a zdolność roślin  
do akumulacji jego wysokich stężeń w liściach jest jednym z czynników warunkujących poziom tolerancji 
na ten metal. W roślinach tytoniu, w homogennej pod względem morfologii tkanki mezofilu liścia, komórki 
różnią się zdolnością do akumulacji Zn. W roślinach rosnących w obecności wysokiego stężenia cynku  
w podłożu, metal ten jest gromadzony w mezofilu w grupach komórek (nazwanych komórkami 
akumulującymi) co zgodnie z hipotezą, chroni sąsiadujące komórki przed jego toksycznym nadmiarem. Brak 
jednorodności w akumulacji cynku w komórkach mezofilu liścia tytoniu zinterpretowano jako formę 
strategii obronnej. Gdy poziom cynku w komórkach akumulujących przekroczy pewien poziom progowy, 
przekształcają się one w nekrozy, zatrzymując zgromadzony metal w obrębie silnie zlignifikowanych ścian 
komórkowych. W konsekwencji pojawienie się nekroz interpretowano nie jako symptom wrażliwości  
na wysoki poziom cynku, ale przejaw mechanizmu obronnego operującego na poziome liścia. Nadmiar 
cynku jest zgromadzony w komórkach akumulujących, a następnie w obszarach nekrotycznych, dzięki 
czemu sąsiadujące komórki mezofilu mogą bez utrudnień pełnić swoje funkcje. Mechanizmy powstawania 
zależnych od wysokiego stężenia cynku nekroz pozostają nieznane. Celem pracy było poznanie 
molekularnych i fizjologicznych podstaw tych mechanizmów. 
W ramach prowadzonych badań uzyskano wyniki wskazujące na udział programowanej śmierci 
komórkowej (ang. programmed cell death, PCD) w formowaniu się nekroz w obrębie blaszek liści roślin 
tytoniu, rosnących w obecności wysokiego stężania Zn w podłożu. Zostało to potwierdzone poprzez:  
(i) określenie udziału tlenku azotu(II) (cząsteczki sygnałowej w PCD) w procesach tworzenia się nekroz;  
(ii) wykazanie udziału charakterystycznych elementów PCD takich jak poziomu ekspresji genów „markerów 
PCD” oraz lokalizacji fragmentów DNA specyficznie ciętych podczas PCD, w mechanizmach formowania 
się nekroz. 
Celem pracy były także badania, mające na celu zbliżenie do poznania roli apoplastu w procesie 
formowania się nekroz. Wcześniejsze doświadczenia wskazują, że sygnał o stężeniu cynku w apoplaście 
może być generowany za pomocą cząsteczek pektyn, a odbierany i przekazywany do wnętrza komórki  
za pośrednictwem kinaz związanych ze ścianą komórkową (ang. wall assocaited kinases, WAKs). 
Przeprowadzone badania pokazały, że w liściach roślin tytoniu poddanych ekspozycji na wysokie 
stężenie cynku, następuje indukcja ekspresji NtWAK2, jak również ma miejsce wzrost zawartości 
ramnogalakturonanu I w ścianach komórek liści. Analizy immunolokalizacji ramnogalakturonanu I  
na przekrojach poprzecznych przez liście badanych roślin wykazały, że wzór lokalizacji tej frakcji pektyn 
jest podobny do wzoru lokalizacji wysokich zawartości cynku w komórkach akumulujących i nekrozach. 
Wyniki te sugerują, że sygnał inicjujący gromadzenie cynku w komórkach akumulujących liści roślin 
tytoniu, może być generowany za pomocą cząsteczek ramnogalakturonanu I, a przekazywany do wnętrza 
komórki za pośrednictwem NtWAK2. 
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Streszczenie pracy w języku angielskim 
In plants grown in the presence of high zinc concentration, groups of cells in leaf blades degenerate 
forming lesions. Appearance of localized lesions on the leaves of plants is widely regarded as a symptom  
of sensitivity. In contrast to this view, a recent study suggested that the development of lesions on the tobacco 
leaves exposed to high Zn concentration in the medium could be a mechanism of tolerance rather than  
a symptom of zinc toxicity. Mentioned studies indicate that in the leaves of tobacco plants exposed to high 
Zn pre-necrotic regions developed from mesophyll cells accumulating high amount of Zn. Accumulation of 
zinc in the pre-necrotic/necrotic regions contributes to protecting the neighboring cells form Zn toxicity.  
The mechanisms by which morphologically identical mesophyll cells differ in their response to Zn  
are unknown. In this study the involvement of programmed cell death (PCD) mechanisms in formation  
of Zn-related pre-necrotic/necrotic regions in tobacco leaves was investigated. 
Selected parameters, such as PCD markers, were determined in the leaves from tobacco plants 
grown in the presence of 200 µM Zn and compared with control conditions. TUNEL assay showed DNA 
fragmentation in the nuclei from Zn-exposed leaves together with an enhanced expression of the PCD maker 
genes, indicating the involvement of PCD in the formation of Zn-related lesions. It is known that nitric 
oxide(II) is a key factor of PCD. Upon exposure to high Zn concentration, in situ localization of NO  
was restricted to groups of mesophyll cells, and was correlated with the pattern of high concentrations of Zn 
localization. Furthermore, the inhibition of the formation of lesions in the presence of NO inhibitor  
was accompanied by the delayed appearance of Zn and by NO presence limited to these groups of cells. 
Altogether, these first demonstrate that Zn-related lesions in leaves develop from groups of mesophyll cells 
in which accumulation of high concentrations of zinc contributes to enhancement of the NO level  
and to initiation of PCD processes. 
Based on the experiments performed on the AtHMA4 – expressing tobacco plants (AtHMA4 encodes 
protein that exports Zn to the apoplast), it was proposed that apoplast may be regarded as a site of perception 
of the Zn status in cells. It was presumed that the apoplastic Zn concentration might contribute  
to the generation of a signal of Zn excess leading to loading of Zn to leaf areas consisting of groups of cells 
in which the exceptional ability to accumulate Zn is initiated. Up-to-now the question about the nature  
of the signal inducing loading Zn into these specific cells remain unanswered. 
Among the proteins associated with the cell wall, only the WAKs (Wall-Associated Kinases) have 
been implicated in a plant response to metals. It is known that the members of WAKs family have 
extracellular domain binding pectins. From the variety of cell wall components, pectins are among  
of the molecules that may play a signaling role. Furthermore, the exposure to different metals concentrations 
changes the level of the methylesteryfication of the cell wall pectins. 
The expression analysis of NtWAKs/NtWAKLs genes showed the increase in the transcript level  
of NtWAK2 in the leaves from high Zn-treated plants in comparison to the control ones. To analyze  
the differences in pectin localization between control and Zn-treated plants, the immunolocalization of pectin 
fractions was performed on the leaf cross-sections. Only one epitope of rhamnogalacturonan I, was present 
exclusively in the Zn-exposed tobacco. Analysis showed that the level of rhamnogalacturonan I increased 
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with time of exposure to high Zn concertation. Furthermore, this fraction of pectins was localized 
preferentially near the veins, and its distributions was correlated with the pattern of high concentrations  
of Zn in the groups of mesophyll cells localized within the same regions. 
Performed research suggest that signal inducting responsible for formation of the accumulating cells 
in the mesophyll of tobacco leaves is generated by rhamnogalacturonan I and transduced into the cell  
by NtWAK2. 
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Wykaz skrótów używanych w pracy 
35S CaMV promotor wirusa mozaiki tytoniu 
AG I arabinogalaktan I 
AG II arabinogalaktan II 
AGPs ang. arabinogalactan proteins 
ASA atomowa spektroskopia absorpcyjna 
ATPaza adenozynotrifosfataza 
AtHMA4 ang. heavy metal ATPase 4, z Arabidopsis thaliana 
BAK1 ang. BRI1-associated kinase 1 
BAP 6-benzylaminopuryna 
BI-1 ang. bax-inhibitor 1 
BSA ang. bovine serum albumin 
cdiGRP ang. cadmium inducted GRP 
CDTA ang. diamino-cyclo-hexane-tetra-acetic acid 
cPTIO ang. carboxy-2-phenyl-4,4,5,5-tetramethylimidazoline-1-oxyl 
CR ang. cysteine rich (domain) 
DAF-2 DA ang. 4,5-diamino-fluorescein diacetate 
DAPI ang. 4’,6’-diamidino-2-phenylindole 
DNA kwas deoksyrybonukleinowy 
DNAza deoksyrybonukleaza 
dNTP deoksyrybonukleotyd 
dUTP ang. 2’-deoxyuridine 5’-triphosphate 
EDTA sól dwusodowa kwasu etylenodiaminotetraoctowego 
EGF ang. epidermal growth factor 
FB1 ang. fumonisin B1 
GFP ang. green fluorescent protein 
GR ang. glycine rich (domain) 
GRPs ang. glycine rich protiens 
HG homogalakturonan 
HMA ang. heavy metal ATPase  
HPRPs ang. hydroxyprolin rich proteins 
ICP-MS ang. inductively coupled plasma - mass spectrometry 
IRT ang. iron regulated transporter 
LB ang. lysogen broth 
L-NAME ang. Nω-nitro-L-arginine methyl ester hydrochloride 
LRX ang. leucin rich extensin 
MAPKs ang. mitogen-activated-protein kinases 
MCA1 ang. mid1 complementing activity 1 
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MES ang. 2-(N-morpholino)-ethanesulfonic acid 
MS pożywka Murashige i Skooga 
MTP ang. metal tolerance protein 
NADPH zredukowana forma fosforanu dinukleotydu nikotynamidoademinowego 
NCBI ang. National Center for Biotechnology Information 
NO ang. nitric oxide(II) 
NOS ang. nitric oxide synthase 
NRAMP ang. natural resistance-associated macrophage 
NtPP2A ang. protein phosphates 2, z Nicotiana tabacum 
OEE2 ang. chloroplastic oxygen evolving 
PCD ang. programmed cell death 
PCR ang. polymerase chain reaction 
PEPR1/2 ang. peps receptors ½ 
PERK4 ang. proline-rich extensine-like receptor kinase 
PME ang. pectin methyloesterase 
PR1 ang. pathogenesis related protein 1 
PRPs ang. prolin rich proteins 
PVTL ang. polish virginia tobacco leaves 
pz par zasad 
RALF ang. rapid alkalization factor 
rbohF ang. respiratory burst oxidase homolog F 
REMI1.3 ang. remorin 1.3 
RG I ramnogalakturonan I 
RG II ramnogalakturonan II 
RLK ang. receptor-like kinases 
RNA kwas rybonukleinowy 
RNS ang. nitrogen reactive species 
ROG2 ang. response to OG2 
ROS ang. reactive oxygen species 
RRN ang. RNA-recognition motif 
RT ang. reverse transcription 
SAG12 ang. senescence-associated gene 12 
SIPK ang. salicylic acid-inducted protein kinase 
TAE ang. Tris-acetate-EDTA 
TBST ang. Tris buffered saline tween 
TdT ang. terminal deoxynucleotide transferase 
TRIS trihydroksymetyloaminometan 
TUNEL ang. terminal deoxynucleotide transferase dUTP nick end labelling 
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UV ang. ultraviolet 
v:v stężenie objętościowo-objętościowe 
WAKs ang. wall associated kinases 
WAKLs ang. wall associated kinases-like 
WT rośliny typu dzikiego, ang. wild type 
w:v stężenie wagowo-objętościowe 
YEB ang. yeast extract and bovine extract 
YEP ang. yeast extract and peptone 
ZIP ang. ZRT IRT-like protein 
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1. Wstęp 
1.1 Metale ciężkie w roślinach 
W związku z coraz szybszym rozwojem przemysłu na świecie ma miejsce postępujące 
zanieczyszczanie środowiska. Obok m.in. odpadów ropopochodnych, czy gazów cieplarnianych  
do środowiska naturalnego przedostają się metale ciężkie. Do najważniejszych antropogenicznych źródeł 
metali ciężkich należy zaliczyć górnictwo i hutnictwo metali nieżelaznych, przemysł metalurgiczny, 
składowanie odpadów, stosowanie zbyt dużych dawek nawozów mineralnych, środki ochrony roślin  
oraz spływy z dróg o silnym natężeniu ruchu (Gouder de Beauregard i Mahy 2002, Ociepa-Kubicka i Ociepa 
2012). Metale ciężkie są to pierwiastki o masie właściwej większej niż 4,5 g/cm3. Występujące w roślinach, 
można podzielić na dwie grupy: mikroelementy, które w małych ilościach są niezbędne do życia roślin,  
w nadmiarze są jednak szkodliwe; oraz tzw. „pierwiastki balastowe”, które nie pełnią w ich organizmach 
żadnych funkcji. Do pierwszej grupy zaliczamy: cynk, żelazo, miedź, mangan, molibden, nikiel i kobalt;  
do drugiej: rtęć, arsen, ołów i kadm. Pobieranie metali ciężkich przez rośliny zachodzi przede wszystkim 
przez korzenie, jednak może odbywać się też przez liście, a w mniejszym stopniu także przez łodygę, kwiaty, 
czy nasiona (Chaney i wsp. 1997). Do najważniejszych czynników wpływających na przyswajalność metali 
ciężkich przez rośliny należą: całkowita zawartość metalu w glebie, rodzaj metalu, odczyn gleby, zawartość 
substancji organicznej i frakcji ilastej oraz gatunek rośliny (Thakur i wsp. 2016). 
Metale są pobierane przez roślinę z roztworu glebowego za pomocą korzeni: (i) aktywnie, 
bezpośrednio do symplastu przy udziale białek transbłonowych zlokalizowanych w plazmolemie komórek 
włośnikowych (Rys. 1., niebieskie strzałki), lub (ii) biernie do apoplastu (Rys. 1., czerwone strzałki).  
W aktywnym pobieraniu metali biorą udział przenośniki białkowe z rodziny ZIP (ang. ZRT IRT-like 
protein), takie jak: ZIP4 (Barabasz i wsp. 2019), IRT1 (ang. iron regulated transporter) (Ishimaru i wsp. 
2006), czy IRT3 (Lin i wsp. 2009) (Rys. 1., A.). Pobrane tą drogą jony metali mogą być następnie 
przenoszone z cytoplazmy do wakuoli i tam gromadzone (Rys. 1., B.). Za załadunek jonów metali do wakuol 
w komórkach korzeni odpowiadają białka MTP (ang. metal tolerance protein), takie jak MTP1, czy MTP8. 
Metale obecne w wakuolach mogą być także przenoszone z powrotem do cytoplazmy za pomocą 
transportera NRAMP3 (ang. natural resistance-associated macrophage). Na poziomie rośliny metale obecne 
na terenie cytoplazmy mogą być przenoszone drogą symplastyczną z komórek warstw zewnętrznych 
korzenia do części centralnej (walca osiowego), a następnie za pomocą ksylemu do pędu (Krämer i wsp. 
2007). 
Pobieranie metali z roztworu glebowego przez korzenie bezpośrednio do apoplastu, jest procesem 
biernym opartym o dyfuzję. Zachodzi ono wraz z napływającym do rośliny strumieniem wody zależnym  
od transpiracji i parcia korzeniowego. Ilość pobranych jonów wynika zatem z różnicy w stężeniu metalu 
między glebą, a korzeniem; ale także jest zależna od intensywności transpiracji, jaka zachodzi w danym 
momencie w roślinie. Transport radialny drogą apoplastyczną do walca osiowego korzenia może zachodzić 
tylko do endodermy, zawierającej pasemka Caspary’ego (Rys. 1., czarne kwadraty) (Ghosh i Singh 2005, 
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Saxena i Misra 2010). Wymuszają one napływ jonów metali do wnętrza komórek i dalszy transport drogą 
symplastyczną. 
Załadunek jonów do ksylemu, którym są następnie transportowane do pędu, odbywa się za pomocą 
przenośnika HMA4 (ang. heavy metal ATPase) (Rys. 1., C.). Jony metali, znajdujące się już w pędzie,  
są przenoszone z ksylemu do komórek liści przy udziale transporterów ZIP6, ZIP4 oraz IRT3 (Rys. 1., D.). 
Metale znajdujące się w komórkach mogą być gromadzone w wakuolach (Rys. 1., E.). Transport do wakuol 
w komórkach pędu odbywa się za pośrednictwem białek MTP1, MTP8 i MTP11. Jony metali są przenoszone 
z wakuol z powrotem do cytoplazmy za pomocą transporterów NRAMP3, NRAMP1 oraz NRAMP5. Metale 
mogą być także eksportowane do apoplastu za pomocą HMA4 (Rys. 1., F.) (Guerinot 2000, Hall 2002, Mills 
i wsp. 2003, Hall i Williams 2003, Grotz i Guerinot 2006, Krämer i wsp. 2007, Thakura i wsp. 2016). 
 
Rys. 1. Schemat transportu metali w roślinach. Niebieskie strzałki wskazują drogę symplastyczną,  
czerwone apoplastyczną; V-wakuola; czarne kwadraty-pasemka Caspar’yego; A. –F., opis w tekście  
(na podstawie Kim i Guerinot 2007, Krämer i wsp. 2007). 
Metale będące w formie wolnych jonów w komórkach, są dla roślin szkodliwe, dlatego rośliny 
posiadają szereg substancji wiążących jony metali. Jony metali przeważnie są chelatowane przez związki 
organiczne o niskiej masie molekularnej (Haydon i Cobbett 2007). Do takich związków należy  
m.in. nikotianamina, która jest odpowiedzialna za wiązanie jonów żelaza, cynku i miedzi (Krämer 2010). 
Za wiązanie jonów żelaza i cynku są odpowiedzialne także cząsteczki cytrynianu. Wykazano, że w liściach 
Noccaea caerulescens cytrynian jest dominującym związkiem chelatującym cynk (Salt i wsp. 1999, Küpper 
i wsp. 2000). Udowodniono, że także aminokwasy: prolina i histydyna, mogą odpowiadać, za wiązanie 
jonów metali w komórkach roślin (Krämer i wsp. 1996, Sharma i Dietz 2006). Kolejnym ważnym 
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chelatorem jonów metali jest glutation (Viehweger 2014). Wiązanie się metali z grupami tiolowymi 
glutationu jest konieczne do zainicjowania syntezy fitochelatyn, związków, których kompleksy z metalami 
są gromadzone w wakuolach (Vatamaniuk i wsp. 2000, Mendoza-Cózatl i wsp. 2010). Metalotioneiny  
są białkowymi chelatorami metali o strukturze, która zmienia się w zależności od wiązanych jonów metali 
(Emamverdian i wsp. 2015). 
Jeżeli stężenie metali ciężkich (mikroelementów, ale także „pierwiastków balastowych”) jest na tyle 
wysokie, że przewyższa zdolności rośliny do ich detoksykacji, u większości roślin obserwujemy: zaburzenia 
w funkcjonowaniu błon biologicznych, nieprawidłowości w fotosyntetycznym i mitochondrialnym 
transporcie elektronów, inaktywację niektórych enzymów, w tym: fosfataz, ATPaz, dehydrogenaz: 
jabłczanowej, izocytrynianowej i glukozo-6-fosforanowej. Wykazano na przykład, że jony ołowiu mogą 
zastępować żelazo w ferrytynie i tym samym obniżać aktywność tego białka (Viehweger 2014). Metale 
ciężkie obecne w nadmiarze zaburzają w roślinie szlaki odpowiedzialne za regulację poziomu azotu (Singh 
i wsp. 2016). Dowiedziono, że kadm powoduje obniżenie aktywności reduktazy azotanowej i syntazy 
glutaminowej, co prowadzi do obniżenia pobierania azotanów (Lea i Miflin 2003). Wykazano, że np. jony 
kadmu mogą wbudowywać się w grupy tiolowe RUBISCO i tym samym zaburzać funkcjonowanie tego 
białka (Muthuchelian i wsp. 2001). W pracy Li i wsp. (2012) pokazano, że w roślinach Thalassia hemprichii 
toksyczny nadmiar jonów miedzi, cynku, ołowiu i kadmu obniża syntezę chlorofilu i karetonoidów 
wchodzących w skład fotosystemu II. Zaburzenia te w efekcie prowadzą do obniżenia aktywności 
fotosyntetycznej rośliny oraz ograniczenia jej wzrostu. Wykazano także, że metale ciężkie powodują 
wzmożoną syntezę etylenu, który prowadzi do starzenia się komórek (Singh i wsp. 2016). 
1.1.1 Wpływ wysokiego stężenia cynku na rośliny 
Cynk jest metalem niezbędnym do życia roślin, jednak w nadmiarze jest toksyczny. Objawami 
nadmiaru cynku jest przede wszystkim ograniczony wzrost roślin. W obrębie blaszek liściowych 
obserwowane są zmiany chlorotyczne i nekrotyczne, zaś same liście często marszczą się i wyginają. 
Korzenie roślin wolniej rosną, przez co są krótsze, w porównaniu z korzeniami roślin rosnących  
w warunkach optymalnego stężenia Zn (Broadley i wsp. 2007). Wykazano, że nadmiar cynku w roślinach 
powoduje wtórne obniżenie pobierania żelaza i magnezu, skutkujące słabszą syntezą chlorofilu  
oraz degradacją chloroplastów, co jest szczególnie widoczne na młodych, żółknących blaszkach liściowych 
(Clemens 2006). Nadmiar cynku powoduje także ograniczenie pobierania przez roślinę fosforu, co z kolei 
objawia się purpurowo-czerwonymi przebarwieniami na liściach (Yadav 2010). Wykazano, że nadmiar Zn 
w roślinach prowadzi do zastępowania jonów wapnia w endonukleazie jonami Zn i tym samym zaburzenia 
funkcjonowania tego enzymu (McCabe i wsp. 1992). W pracy Mengel i Kirkby (1987) można przeczytać, 
że zawartość cynku w glebie powyżej 300-400 mg/kg jest dla większości roślin toksyczna. 
Istnieją jednak gatunki roślin, nazwane hiperakumulatorami, które wykształciły mechanizmy 
umożliwiające niezaburzony wzrost i rozwój pomimo bardzo wysokiego stężenia cynku w glebie  
oraz ich tkankach. Należą do nich Thlaspi caerulescens czy Arabidopsis halleri. Wykazano, że są one zdolne 
do akumulacji wysokich stężeń Zn bez żadnych objawów toksyczności (Frey i wsp. 2000, Küpper i wsp. 
2000, Pence i wsp. 2000, Lombi i wsp. 2002, Rouached 2013). Udowodniono, że hiperakumulatory cynku 
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gromadzą metal, najczęściej w postaci związanej (m.in. z fitochelatynami, metalotioneinami, glutationem) 
w wakuolach, ścianie komórkowej lub przestrzeniach międzykomórkowych, czyli w kompartmentach  
w których ich wysokie stężenie w najmniejszym stopniu zaburza prawidłowe funkcjonowanie rośliny 
(Küpper i Kochian 2010). Wykazano także, że hiperakumulatory magazynują cynk wybiórczo: w komórkach 
epidermy (Mesjasz-Przybyłowicz i wsp. 1997; Küpper i wsp. 1999, 2000; Frey i wsp. 2000; Tian i wsp. 
2009) czy włoskach (Küpper i wsp. 2000, Sarret i wsp. 2002). Co ważne, zaobserwowano, że w obrębie tej 
samej tkanki, komórki mogą różnić się zdolnością do akumulacji wysokich zawartości cynku (Zhao i wsp. 
2000, Ma i wsp. 2005). Wykazano, że rośliny T. caerulascens gromadziły wysokie zawartości Zn tylko  
w niektórych komórkach epidermy, co zinterpretowano jako formę ochrony aparatów szparkowych przed 
nadmiarem tego metalu (Frey i wsp. 2000). Z kolei w A. halleri cynk nie gromadzi się równomiernie  
w mezofilu, lecz w pojedynczych, predysponowanych do tego celu komórkach tej tkanki (Küpper i wsp. 
2000). Podobne zjawisko zaobserwowano w roślinach tytoniu. Przy użyciu fluorescencyjnego indykatora 
cynku Zinpyr-1 wykazano obecność wysokiego stężenia Zn w grupach komórek mezofilu liści (nazwanych 
komórkami akumulującymi), które występowały obok komórek o niskiej zawartości tego metalu 
(Siemianowski i wsp. 2013). Taki wzór lokalizacji cynku na przekroju poprzecznym przez liść tytoniu 
rosnącego w obecności 200 µM Zn w pożywce ilustruje Rys. 2. 
 
Rys. 2. Dystrybucja cynku na przekroju poprzecznym blaszki liściowej pieciotygodniowego tytoniu rosnącego 
na pożywce ¼ Knopa, przez ostatnie 4 dni doświadczenia poddawanego ekspozycji na 200 μM Zn. Wizualizacja 
Zn za pomocą barwnika fluorescencyjnego Zinpyr-1. Zielona fluorscencja na preperacie świadczy o obecności 
cynku (na podstwie Siemianowski i wsp. 2013). 
Komórki akumulujące Zn z czasem zamierały, tworząc nekrozę (Rys. 2., panel po prawej, dolny), 
z tego względu nazwano je obszarami pre-nekrotycznymi. Ważną cechą powstających nekroz była 
lignifikacja ścian komórkowych podczas ich powstawania. Dzięki temu po zamarciu komórek, cynk  
nie dyfundował w tkance liścia, a powstałe nekrozy posiadały wewnątrz zmagazynowaną dużą ilość metalu. 
Zdolność do gromadzenia dużych ilości Zn w grupach komórek akumulujących mezofilu, w przypadku liści 
tytoniu rosnącego w obecności wysokiego stężenia tego metalu zinterpretowano, jako mechanizm 
umożliwiający sąsiadującym, nieakumulującym komórkom mezofilu, pełnienie swojej funkcji. Postawiono 
hipotezę, że taka wybiórcza akumulacja cynku w obszarze pre-nekrotycznym/nekrozie, może być formą 
zaprogramowanej strategii ochrony roślin tytoniu przed toksycznym działaniem Zn (Siemianowski i wsp. 
2013). Należy zaznaczyć, że powstające w obecności nadmiaru cynku nekrozy, traktowano dotychczas jako 
nekroza 
nekroza 
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objawy toksyczności tego metalu (Broadley i wsp. 2007). Nie istnieją jak do tej pory prace wyjaśniające  
w jaki sposób i dlaczego powstają wyżej wspomniane martwe obszary. Jedna z hipotez niniejszego doktoratu 
zakłada, że powstawanie nekroz zależnych od obecności wysokiego stężenia cynku, nie wynika z zamierania 
komórek na skutek toksycznego działania Zn (śmierci nekrotycznej), lecz jest formą programowanej śmierci 
komórkowej. 
1.1.2 Programowana śmierć komórkowa w roślinach 
Śmierć komórkowa w roślinach jest definiowana, jako (i) śmierć nekrotyczna,  
lub (ii) programowana śmierć komórkowa (ang. programmed cell death, PCD) (Bruggeman i wsp. 2015). 
Śmierć nekrotyczna jest rodzajem śmierci mającej miejsce w sytuacji, gdy czynnik stresowy 
działający na roślinę jest na tyle silny, że komórka zamiera w wyniku silnego działania danego czynnika 
(Marschner i Cakmak 1989). I tak podczas śmierci nekrotycznej w komórkach roślin obserwujemy 
niewłaściwą osmoregulację, a w konsekwencji pęcznienie protoplastu. Dochodzi także do obrzęku 
mitochondriów i rozszerzenia retikulum endoplazmatycznego. Ostatnim etapem śmierci nekrotycznej jest 
pęknięcie błony komórkowej i degradacja zawartości komórki (Van Doorn i Woltering 2005). 
Programowana śmierć komórkowa zgodnie z definicją jest procesem prowadzącym do samobójstwa 
komórki (Van Breusegem i Dat 2016). Przebieg PCD jest w roślinach ściśle regulowany. Na pierwszym 
etapie obserwujemy redystrybucję materiałów zapasowych w komórkach. W stromie chloroplastów 
dochodzi do zaniku części polirybosomów i zahamowania syntezy RNA oraz białek (Van Doorn i Woltering 
2005). Degradacji ulega także chloroplastowe DNA (Obara i wsp. 2001). Podczas PCD ma miejsce 
wzmożona synteza enzymów litycznych (m.in. kaspaz, hydrolaz, proteaz), a następnie ich akumulacja  
w wakuolach. Małe wakuole w komórce łączą się w jedną, dużą wakuolę. Równolegle dochodzi do zmian 
w jądrze komórkowym: kondensacji chromatyny oraz charakterystycznej dla PCD fragmentacji DNA. 
Kondensacja chromatyny postępuje od zlokalizowanej w centralnej części nukleoplazmy, w kierunku 
obwodowych obszarów jądra. Otoczka jądrowa zostaje nienaruszona aż do ostatnich faz PCD. Na jednym  
z końcowych etapów PCD obserwujemy wypływ cytochromu c z mitochondriów (Vianello i wsp. 2007). 
Przypuszcza się, że cytochrom c uwolniony do cytoplazmy odpowiada za indukcję rozpadu wakuoli  
i uwolnienie z niej enzymów litycznych. Uwolnienie enzymów powoduje strawienie zawartości protoplastu 
i śmierć komórki (Wierzchowiecka i wsp. 2008). 
PCD w roślinach można podzielić na dwie kategorie. Pierwsza obejmuje zamieranie komórek 
podczas rozwoju rośliny. Przykładem może być śmierć komórek na skutek PCD podczas embriogenezy. 
Degradacji ulegają komórki tworzące np. bielmo czy tapetum, które spełniły właściwe sobie funkcje 
(Wojciechowska 2001). PCD odpowiada też za prawidłową histogenezę niektórych tkanek. W aerenchymie 
przestwory międzykomórkowe powstają w wyniku programowanej śmierci wybranych komórek. Także 
podczas powstawania kanałów transportujących wodę w ksylemie obserwujemy zamieranie niektórych 
komórek na drodze PCD (Wierzchowiecka i wsp. 2008). 
Druga kategoria PCD obejmuje śmierć komórki indukowaną przez abiotyczne i biotyczne czynniki 
stresowe. Programowaną śmierć komórkową wykazano w roślinach poddawanych stresom m.in.: wysokiej 
lub niskiej temperatury, zasolenia, suszy, silnego światła, czy obecnością toksycznych stężeń metali ciężkich 
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(Duan i wsp. 2010, Reape i McCabe 2013, Petrov i wsp. 2015). Należy podkreślić, że dany czynnik stresowy 
w zależności od nasilenia, może skutkować zamieraniem komórek w roślinach na drodze śmierci 
nekrotycznej (jeżeli jest gwałtowny i intensywny), lub uruchamiać mechanizmy programowanej śmierci 
komórkowej. Zależność taką wykazano m.in. w pracy Fojtová i Kovařík (2000), gdzie podanie do kultury 
zawiesinowej komórek tytoniu 1 mol/m3 CdSO4 powodowało natychmiastową śmierć komórek (śmierć 
nekrotyczną), podczas gdy podanie CdSO4 w stężeniu 50-100 mM/m3 skutkowało uruchomieniem 
mechanizmów programowanej śmierci komórkowej. 
Szlaki PCD, indukowane na skutek działania czynników stresowych w roślinach, są uruchamiane 
poprzez reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen species, ROS) powstające w chloroplastach, 
mitochondriach i peroksysomach (Rys. 3.). (Jabs 1999, Wang i wsp. 2013, Petrov i wsp. 2015). Aktywację 
programowanej śmierci komórkowej poprzez H2O2 dowiedziono m.in. w roślinach Rosa X damascena 
poddanych działaniu stresowi UV (Murphy i Huerta 1990). Indukcję PCD, zależną od reaktywnych form 
tlenu, wykazano także podczas stresu suszy, zasolenia, czy wysokiej temperatury (Petrov i wsp. 2015). 
 
Rys. 3. Schemat szlaków komórkowych prowadzących do śmierci nekrotycznej i programowanej śmierci 
komórkowej w roślinach, opis rysunku w tekście (na podstawie Van Breusegem i Dat 2016). 
Reaktywne formy tlenu są potrzebne do aktywacji modyfikacji potranslacyjnych, syntezy 
hormonów roślinnych oraz tlenku azotu(II) (Rys. 3.). Wykazano, że podczas programowanej śmierci 
komórkowej ma miejsce zwiększona synteza etylenu oraz kwasu salicylowego, które indukują dalsze 
procesy PCD (Danon i wsp. 2005, Bruggeman i wsp. 2015). Udowodniono także, że NO bierze udział  
w aktywacji mechanizmów programowanej śmierci komórkowej (Rys. 3.). W pracy Arasimowicz-Jelonek  
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i wsp. (2012) wykazano, że w komórkach siewek łubinu następowała intensywna synteza NO poprzedzająca 
procesy PCD zależne od toksycznego działania kadmu. 
NO, jak i etylen oraz modyfikacje potranslacyjne zachodzące na kolejnych etapach PCD, aktywują 
w komórkach szlaki kinaz MAPKs (ang. mitogen-activated-protein kinases) (Rys. 3.). Udział MAPKs 
wykazano m.in. podczas programowanej śmierci komórkowej indukowanej działaniem ozonu w roślinach 
Arabidopsis (Samuel i Ellis 2002). W roślinach tytoniu dowiedziono, że zależna od reaktywnych form tlenu 
MAPK – SIPK (ang. salicylic acid-inducted protein kinase) jest aktywowana działaniem kwasu 
salicylowego (Samuel i wsp. 2005). Wykazano, że ekspozycja siewek Medicago na nadmiar jonów miedzi 
i kadmu powoduje aktywację szlaków MAPKs (Jonak i wsp. 2004). U ryżu udowodniono, że ekspozycja 
roślin na kadm aktywuje geny OsMAPKs (Yeh i wsp. 2004). Szlaki MAPKs aktywują enzymy lityczne, 
które bezpośrednio prowadzą do śmierci komórki (Rys. 3.) (Van Breusegem i Dat 2016). 
W przebiegu programowanej śmierci komórkowej wyróżniono geny (nazywane „markerami 
PCD”), które pełnią kluczowe role dla tego procesu. Wzrost ich ekspresji świadczy o tym, że w badanym 
materiale uruchomione zostały procesy związane z programowaną śmiercią komórkową. Do „markerów 
PCD” należą m.in.: 
 SAG12 (ang. senescence-associated gene 12) – gen regulujący proces starzenia się roślin,  
co wykazano m.in. w kulturach zawiesinowych roślin Dacus carota i Arabidopsis thaliana, gdzie 
ekspresja SAG12 rosła wraz z postępującym starzeniem, wywołanym ekspozycją na  
6-benzylaminopurynę (BAP) (Carimi i wsp. 2004, Gombert i wsp. 2006). Zaobserwowano,  
że geny SAG są aktywowane poprzez reaktywne formy tlenu, także podczas przebiegu procesów 
prowadzących do PCD (Navabpuor i wsp. 2003). W pracy Zhan i wsp. (2013) wykazano,  
że w obecności nadmiaru jonów glinu, w roślinach A. halleri następuje wzrost poziomu H2O2,  
a następnie jonów Ca2+, w efekcie czego ma miejsce wzmożona synteza reaktywnych form tlenu, 
które z kolei indukują ekspresję SAG oraz mechanizmy związane z przebiegiem PCD. 
 BAK1 (ang. BRI1-associated kinase 1) – gen kodujący kinazę błonową z rodziny RLKs  
(ang. receptor-like kinases). Udział BAK1 w mechanizmach programowanej śmierci komórkowej 
udowodniono m.in. w roślinach Arabidopsis, gdzie w mutancie z delecją bak1 wskutek infekcji 
patogenem, następowało wzmożone zamieranie komórek na skutek PCD (Kemmerling i wsp. 
2007). 
 BI-1 (ang. bax-inhibitor 1) – udział BI-1 w PCD udowodniono zarówno w roślinach, jaki  
i zwierzętach i grzybach (Sanchez i wsp. 2000, Han-Jung i wsp. 2003). Wzrost ekspresji BI-1 
wykazano w roślinach A. thaliana, w których po poddaniu działaniu toksyny FB1 (ang. fumonisin 
B1) (naturalnie występującej podczas ataku patogenów grzybowych), następowała indukcja 
mechanizmów PCD. Zamierania komórek na drodze PCD nie zaobserwowano w roślinach  
A. thaliana z delecją genu AtBI-1 poddawanych działaniu FB1 (Watanabe i Lam 2006). 
 SIPK (ang. salicylic acid-inducted protein kinase) – gen kodujący kinazę, biorącą udział w 
kaskadzie kinaz MAPKs związanej z reaktywnymi formami tlenu, prowadzącej do programowanej 
śmierci komórki (Samuel i wsp. 2005). 
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 rbohF (ang. respiratory burst oxidase homolog F) – gen kodujący oksydazę NADPH, regulującą 
poziom ROS w komórkach podczas PCD. Ponieważ programowana śmierć komórkowa wiąże  
się ze zwiększoną produkcją reaktywnych form tlenu, w komórkach w których ma miejsce PCD 
następuje wzrost ekspresji rboh (Overmayer i wsp. 2003). 
1.1.2.1 Programowana śmierć komórkowa indukowana działaniem metali ciężkich 
Co istotne w kontekście niniejszej pracy, istnieją badania pokazujące, że metale ciężkie mogą 
indukować PCD. Tak na przykład w pracy Fojtová i Kovařik (2000) dowiedziano, że w zawiesinie komórek 
tytoniu TBY-2 toksyczne działanie kadmu jest związane z cięciem DNA, charakterystycznym  
dla programowanej śmierci komórkowej. Indukcję programowanej śmierci komórkowej poprzez działanie 
Cd wykazano także w zawiesinie komórek A. thaliana (De Michele i wsp. 2009). Udowodniono, że podczas 
ekspozycji zawiesiny na 150 µM CdCl2 w komórkach następuje wzmożona produkcja NO, w konsekwencji 
indukcja syntezy H2O2, a następnie śmierć komórek na drodze PCD. W pracy Ye i wsp. (2013) dowiedziono 
z kolei, że tlenek azotu(II) jest kluczowy dla aktywacji szlaków MAPKs w indukowanych jonami Cd2+ 
mechanizmach PCD zachodzących w roślinach A. thaliana. W roślinach rosnących w obecności jonów 
kadmu i inhibitora NO, obserwowano zahamowanie procesów PCD. Wykazano także, że w zawiesinie 
komórek pomidora poddanych działaniu jonów Cd, następowała aktywacja mechanizmów PCD (Yakimova 
i wsp. 2008). W badanych komórkach wykazano gwałtowne uwolnienie jonów Ca2+, wzmożoną produkcję 
ROS, etylenu oraz kaspaz. W pracy Arasimowicz-Jelonek i wsp. (2012) wykazano, że poddanie ekspozycji 
trzytygodniowych siewek łubinu na kadm, prowadzi do programowanej śmierci komórkowej, głównie  
w strefie elongacyjnej korzenia. Kontrolowane zamieranie komórek tylko w wybranej strefie korzenia, 
zostało zinterpretowane, jako forma ochrony pozostałych tkanek orangu przed toksycznym działaniem 
metalu. Dotychczas ukazała się jedna publikacja pokazująca, że wysokie stężenie cynku indukuje 
mechanizmy PCD. W badaniach Xu i wsp. (2010) udowodniono, że w roślinach Solanum nigrum poddanych 
ekspozycji na wysokie stężenie Zn w pożywce, procesy tolerancji na cynk są ściśle związane ze zwiększoną 
intensywnością przebiegu mechanizmów programowanej śmierci komórkowej. Wykazano, że wysokie 
stężenie cynku indukuje produkcję NO poprzez wzmożoną syntezę reaktywnych form tlenu w korzeniach  
S. nigrum. Tlenek azotu(II) powstający na skutek działania Zn, wpływa na zmianę architektury korzeni 
poprzez wzrost liczby korzeni bocznych, zwiększając w efekcie tolerancję roślin na toksyczne działanie 
metalu. 
Wyniki powyższych prac wskazują, że ekspozycja roślin na jony metali ciężkich może indukować 
mechanizmy PCD w komórkach, jednak na obecnym etapie badań znaczenie fizjologiczne tego procesu  
nie jest jasne. Pozawala to przypuszczać, że nekrozy powstające w obrębie blaszek liści tytoniu rosnącego 
w obecności wysokiego stężenia cynku, zinterpretowane jako forma strategii ochrony przed toksycznym 
działaniem metalu (Siemianowski i wsp. 2013), mogą powstawać na drodze programowanej śmierci 
komórkowej. 
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1.1.3 Mechanizmy percepcji metali ciężkich, w tym cynku, w komórkach  
i tkankach roślin 
Aspekty dotyczące pobierania i transportu metali ciężkich (w tym cynku) w roślinach są obecnie 
szeroko badane (Broadley i wsp. 2007, Gupta i wsp. 2016, Viehweger 2014), jednak niewiele jest prac  
na temat mechanizmów percepcji metali w roślinach. W pracy Viehweger (2014) na podstawie dostępnych 
danych literaturowych zaproponowano, iż percepcja metali w roślinach odbywa się najprawdopodobniej za 
pomocą receptorów uruchamiających wewnątrzkomórkowe szlaki sygnałów wapniowych. Autor swoje 
przypuszczenia opiera na badaniach, które wskazują, iż metale ciężkie indukują kaskadę kinaz MAPKs,  
a ta z kolei jest aktywowana poprzez jony Ca2+ (Yeh i wsp. 2007, Viehweger 2014). 
Na podstawie badań opublikowanych w pracy Siemianowski i wsp. (2013) powstała teza, iż sygnał  
o stężeniu cynku w komórce jest odbierany w apoplaście. Doświadczenia przedstawione w tej pracy 
prowadzono na tytoniu typu dzikiego oraz na liniach z ekspresją genu AtHMA4 (pod konstytutywnym 
promotorem 35S CaMV), kodującego błonową P1B-ATPaze, transportującą jony cynku z cytoplazmy  
do ściany komórkowej. Pięciotygodniowe rośliny przez ostatnie dwa dni hodowli poddawano ekspozycji  
na wysokie stężenie (100 lub 200 µM) Zn w pożywce. Pojawienie się nekroz na liściach roślin poddanych 
działaniu wysokiego stężenia metalu, uznawane było za objaw toksyczności. Z tego względu wrażliwość 
tytoniu typu dzikiego i z ekspresją AtHMA4 na wysokie stężenie cynku oceniano w oparciu o czas pojawienia 
się i liczbę obszarów nekrotycznych. Po dwóch dobach inkubacji w obecności 100 µM Zn nekrozy pojawiły 
się na liściach roślin transformowanych (Rys. 4., b1, b2). Liście roślin typu dzikiego rosnącego w obecności 
100 µM Zn w pożywce, były zielone i zdrowe (Rys. 4., b3). Co warte podkreślenia, okazało się,  
że w roślinach transformowanych i typu dzikiego stężenie cynku w liściach było na tym samym poziomie, 
zatem pojawienie się nekroz nie wynikało z wyższej niż w roślinach typu dzikiego akumulacji metalu.  
 
Rys. 4. Stężenie cynku w płynie apoplastowym izolowanym z liści pięciotygodniowych roślin tytoniu typu 
dzikiego (WT) oraz dwóch linii (5, 9) transformowanych genem AtHMA4, rosnących na pożywce ¼ Knopa  
z dodatkiem (a) 0,5 µM Zn (kontrola) oraz eksponowanych przez 2 dni na (b) 100 µM Zn lub (c) 200 µM Zn  
(na podstawie Siemianowski i wsp. 2013). 
Dalsze badania wykazały, że szybszemu formowaniu się nekroz w roślinach transformowanych, 
towarzyszy wyższe stężenie cynku w apoplaście, wynikające z aktywności białka AtHMA4 eksportującego 
metal poza komórkę (Rys. 4., (b)). Dla uzupełnienia, nekrozy na liściach roślin typu dzikiego, pojawiły się 
po tym samym czasie w roślinach poddanych ekspozycji na 200 µM Zn w pożywce (Rys. 4., c1), co  
linie roślin linie roślin 
nekroza nekroza nekroza 
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w roślinach transformowanych (Rys. 4, (b), (c)), eksponowanych na 100 µM Zn (Rys. 4., b2, b3), a stężenie 
metalu w apoplaście było na tym samym poziomie. Uzyskane wyniki wskazują na kluczową rolę poziomu 
cynku w apoplaście dla formowania się nekroz w obrębie blaszek liści tytoniu (Siemianowski i wsp. 2013). 
Apoplast jest pierwszym kompartmentem komórkowym, do którego trafia pobrany przez korzeń 
metal, jednakże bardzo mało wiadomo na temat jego roli w mechanizmach generowania i odbioru sygnału 
o stężeniu metali ciężkich, a w tym cynku, w komórce i całej roślinie. 
1.2 Mechanizmy odbioru i przekazywania sygnałów ze ściany komórkowej 
do wnętrza komórki w roślinach 
Apoplast to kontinuum ścian komórkowych - zewnętrznych macierzy otaczających komórki 
rośliny. Wyróżniamy ścianę komórkową pierwotną: bardziej elastyczną, powstającą podczas wzrostu  
i rozwoju komórek, ale także obecną w wykształconych tkankach budowy pierwotnej; oraz ścianę wtórną: 
usztywnioną, otaczającą dojrzałe komórki tkanek wzmacniających i naczyń ksylemu (Cosgrove 2005). 
Głównym składnikiem ściany komórkowej w roślinach są cukry, takie jak: celuloza i hemiceluloza  
oraz pektyny (Rys. 5.). Celuloza jest polimerem 1-4-β-D-glukozy, którego synteza jest katalizowana przez 
wbudowaną w błonę komórkową syntazę celulozy (Rys. 5.). Pojedyncze łańcuchy celulozy łączą się  
w mikrofibryle, nadające ścianie komórkowej sztywność i odporność na ataki enzymatyczne (Cosgrove 
2005). Hemiceluloza to kompleks wielocukrów, w tym ksyloglukanów, ksylanów i mannanów, ściśle 
wiążących się do celulozowego szkieletu (Rys. 5.). Z kolei pektyny tworzą żel, w którym osadzone  
są pozostałe elementy ściany (więcej informacji na temat pektyn budujących ścianę komórkową w roślinach 
znajduje się w rozdziale 1.2.3) (Cosgrove 2005, Seifert i Blaukopf 2010). 
 
Rys. 5. Schemat budowy pierwotnej ściany komórkowej w roślinach (na podstawie Cosgrove 2005). 
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W skład wtórnej ściany komórkowej wchodzą także ligniny, które stanowią barierę przed utratą 
wody przez komórkę oraz nadają ścianie odporność mechaniczną (Malinovsky i wsp. 2014). Wykazano,  
że ligniny są odkładane w ścianach komórek, które zostały poddane działaniom stresów abiotycznych 
(Sattler i Funnell-Harris 2013). 
Oprócz cukrów w ścianie komórkowej znajdują się także białka m.in.: bogate w hydroksyprolinę 
(ang. hydroxyprolin rich proteins, HPRPs), w prolinę, (ang. prolin rich proteins, PRPs), w glicynę  
(ang. glycine rich protiens, GRPs), białka arabinogalaktanu (ang. arabinogalactan proteins, AGPs), lektyny, 
ekspansyny, peroksydazy, metylotransferazy, galaktozydazy, glikazy, czy proteazy (Seifert i Blaukopf 
2010). 
Ściana komórkowa w roślinach pełni funkcje strukturalne, jak również odpowiada za odbiór  
i przekazywanie sygnałów ze środowiska do wnętrza komórki (Cosgrove 1997). Przypuszcza się,  
że za odbiór sygnałów ze ściany mogą być odpowiedzialne bogate w leucynę ekstensyny (ang. leucin rich 
extensin, LRX). Zawierają one N-koniec bogaty w leucyny oraz C-koniec z domeną ekstensynową, 
znajdując się w ścianie komórkowej (Baumberger i wsp. 2001). W roślinach odbiór sygnałów ze środowiska 
umożliwiają osadzone w błonie komórkowej kinazy receptorowe. Posiadają one charakterystyczną strukturę, 
obejmującą: N-końcową domenę zewnątrzkomórkową, C-końcową cytoplazmatyczną domenę kinazową 
oraz transbłonowy fragment znajdujący się pomiędzy dwiema wyżej wspomnianymi domenami (Shiu  
i Bleecker 2001, Engelsdorf i Hamann 2014). Przyłączanie się ligandu do domeny apoplastycznej, prowadzi 
do autofosforylacji domeny kinazowej, fosforylacji białka substratowego, a następnie przekazania sygnału 
do wnętrza komórki. Ze względu na ogólne podobieństwo białek receptorowych w roślinach do kinaz 
receptorowych w zwierzętach, białka roślinne nazywano: ang. receptor-like kinases (RLK). 
Kinazy receptorowe roślin ze względu na budowę można podzielić na dwie grupy. Do pierwszej 
zaliczamy receptory etylenu i cytokinin homologiczne z kinazami histydynowymi w drożdżach i bakteriach, 
funkcjonujące w tzw. dwuskładnikowych układach przekazywania sygnału. Drugą grupę stanowią białka 
receptorowe o katalitycznej domenie serynowo/treoninowej (Wolf 2017). Białka RLK można też podzielić 
ze względu na pełnione funkcję. Przykładem RLK odpowiedzialnego za utrzymanie ciągłości ściany 
komórkowej jest białko MCA1 (ang. mid1 complementing activity 1) (Rys. 6.), które dotychczas zbadano 
jedynie w roślinach A. thaliana (Nakagawa i wsp. 2007). Wykazano, że podczas stymulacji mechanicznej 
białka MCA1, następuje napływ jonów Ca2+ przez błonę komórkową do wnętrza komórki (Humprey i wsp. 
2007). Z kolei przykładem białka RLK zaangażowanego w szlaki odpowiedzi rośliny na patogen jest PERK4 
(ang. proline-rich extensine-like receptor kinase) (Rys. 6.), o którym wiadomo, że wiąże pektyny do domeny 
znajdującej się w apoplaście (Bai i wsp. 2009). PEPR1/2 (ang. peps receptors) także mają związek  
ze szlakami obrony roślin przed patogenem, a zostały odkryte, jako receptory peptydów Peps w roślinach  
A. thaliana (Krol i wsp. 2010) (Rys. 6.). AtPeps są z kolei cząsteczkami indukującymi mechanizmy obrony 
podczas ataku patogenu, czy ugryzienia (Huffaker i wsp. 2006). 
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Rys. 6. Schemat przedstawiający wybrane białka z rodziny RLK wraz z wiążacymi się do nich ligandami  
oraz kaskadami sygnałowymi wewnętrz komórek roślinnych; rozwinięcia skrótów w tekście  
(na podstawie Engelsdorf i Hamann 2014). 
Istnieją także białka z rodziny RLK, dla których wykazano wiele funkcji w roślinach. Przykładem 
takiego białka jest BAK1 (ang. BRI1-associated recetor kinase 1) (Rys. 6.). BAK1 jest koreceptorem BRI1 
zaangażowanym w mechanizmy rozwoju roślin, ale także obrony przed mikroorganizmami. Bierze  
on również udział w procesach programowanej śmierci komórkowej (patrz: rozdział 1.1.2) (Kemmerling  
i wsp. 2007). Do wielofunkcyjnych białek RLK zaliczany jest także receptor FERONIA (FER) (Rys. 6.). 
Wykazano, że rośliny z wyciszonym genem fer charakteryzują się krótszymi korzeniami w porównaniu  
z roślinami typu dzikiego, co sugeruje udział FER w procesach wzrostu korzeni (Duan i wsp. 2010).  
Co warte podkreślenia, udowodniono także, że FER jest zaangażowany w indukcję sygnałów obronnych 
podczas ataku patogenu (Keinath i wsp. 2010). Badania pokazały, że do części apoplastycznej FER, wiąże 
się peptyd sekrecyjny RALF (ang. rapid alkalization factor) (Haruta i wsp. 2014). Do grupy 
wielofunkcyjnych receptorów RLK, zaliczane są także białka WAKs (ang. wall associated kinases)  
(Rys. 6.) (Humprey i wsp. 2007). 
1.2.1 Kinazy związane ze ścianą komórkową (ang. wall associated kinases/ 
wall associated kinases-like, WAKs/WAKLs) 
Jednymi z lepiej poznanych białek należących do RLK, są kinazy związane ze ścianą komórkową 
(ang. wall associtated kinases, WAKs) oraz białka podobne do WAKs, jednak o niepełnej budowie 
receptorowej (ang. wall associtated kinases-like, WAKLs). Dotychczas zidentyfikowano 26 genów 
kodujących WAKs/WAKLs w A. thaliana i 67 genów w Oryza sativa (Verica i He 2003, Haffani i wsp. 
2004, Zhang i wsp 2005). Według bazy bioinformatycznej: www.aramemnon.un-koeln.de, w Zea mays 
zidentyfikowano dotychczas 39 białek WAKs/WAKLs, w Solanum lycopersicon 16, a w Cucumis melo 15. 
Nie istnieją do tej pory publikacje na temat WAK/WAKL w Nicotiana tobacum. 
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WAKs są kinazami serynowo/treoninowymi o wielkości ok. 720 aminokwasów. Na podstawie 
badań na A. thaliana wiadomo, że WAKs posiadają domenę kinazową, znajdującą się w cytoplazmie  
oraz transbłonowy odcinek o długości ok. 20 aminokwasów (Rys. 7.). Posiadają także część apoplastyczną 
o jednej lub dwóch domenach EGF (ang. epidermal growth factor), odpowiadających za wiązanie jonów 
wapnia (Rys. 7.) (Decreux i Messiaen 2005). Każda z domen EGF zawiera m.in. sześć cystein, tworzących 
mostki dwusiarczkowe oraz miejsca hydroksylacji Asp/Asn, które najprawdopodobniej odgrywają ważną 
rolę w tworzeniu wiązań wodorowych podczas odziaływań białko-białko. W części apoplastycznej WAKs 
znajduje się także domena wiążąca pektyny (Rys. 7.). 
 
 
 
 
 
 
 
   1 MKVQEGLFLV AIFFSLACTQ LVKGQHQPGE NCQNKCGNIT IEYPFGISSG CYYPGNESFS 
  61 ITCKEDRPHV LSDIEVANFN HSGQLQVLLN RSSTCYDEQG KKTEEDSSFT LENLSLSANN 
 121 KLTAVGCNAL SLLDTFGMQN YSTACLSLCD SPPEADGECN GRGCCRVDVS APLDSYTFET 
 181 TSGRIKHMTS FHDFSPCTYA FLVEDDKFNF SSTEDLLNLR NVMRFPVLLD WSVGNQTCEQ 
 241 VGSTSICGGN STCLDSTPRN GYICRCNEGF DGNPYLSAGC QDVNECTTSS TIHRHNCSDP 
 301 KTCRNKVGGF YCKCQSGYRL DTTTMSCKRK EFAWTTILLV TTIGFLVILL GVACIQQRMK 
 361 HLKDTKLREQ FFEQNGGGML TQRLSGAGPS NVDVKIFTED GMKKATNGYA ESRILGQGGQ 
 421 GTVYKGILPD NSIVAIKKAR LGDSSQVEQF INEVLVLSQI NHRNVVKLLG CCLETEVPLL 
 481 VYEFITNGTL FDHLHGSMID SSLTWEHRLK IAIEVAGTLA YLHSSASIPI IHRDIKTANI 
 541 LLDVNLTAKV ADFGASRLIP MDKEELETMV QGTLGYLDPE YYNTGLLNEK SDVYSFGVVL 
 601 MELLSGQKAL CFKRPQSSKH LVSYFATATK ENRLDEIIGG EVMNEDNLKE IQEAARIAAE 
 661 CTRLMGEERP RMKEVAAKLE ALRVEKTKHK WSDQYPEENE HLIGGHILSA QGETSSSIGY 
 721 DSIKNVAILD IETGR 
Rys. 7. Schemat budowy (na górze) oraz sekwencja pierwszorzędowa białka AtWAK1. Na rysunku zazanczone 
są domeny apoplastyczne: peptyd sygnałowy (kolor żółty), wiążąca pektyny (kolor niebieski), domeny wiążące 
wapń (kolory fioletowy i jasnozielony), domena błonowa (kolor czerwony)  
oraz cytoplazmatyczna domena kinazowa (kolor ciemnozielony). 
Wykazano, że za wiązanie pektyn są odpowiedzialne znajdujące się w apoplastycznej domenie 
lizyny – ich dodatni ładunek oddziałuje z ujemnym ładunkiem cząsteczek pektyn. Substytucja argininy  
i lizyny, poprzez glutaminę i treoninę, powoduje słabsze wiązanie się pektyn z WAK1 (Decreux i wsp. 
2006). Pomimo badań prowadzonych w celu określenia sposobu wiązania się pektyn do apoplastycznej 
domeny WAKs, mechanizm ten nie jest do końca poznany. Udowodniono, że AtWAK1 w A. thaliana 
wykazuje wyższe powinowactwo do pektyn deestryfikowanych, a AtWAK2 do kwasu 
oligogalakturonowego oraz ramnogalakturonanu I i II. Przypuszcza się, że wewnątrzkomórkowe domeny 
błona 
komórkowa cytoplazma apoplast 
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WAK są modyfikowane po przyłączeniu cukrów, a modyfikacja domeny wpływa na rodzaj sygnału 
przekazywanego następnie do wnętrza komórki (He i wsp. 1999, Kohorn 2016). 
Istnieją liczne badania wskazujące na rolę WAKs/WAKLs w procesach wzrostu i rozwoju komórek 
(Kohorn i Kohorn 2012). Dowiedziono, że mutanty insercyjne AtWAK2 i AtWAK4 wykazują w roślinach  
o 50% niższą produkcję wszystkich WAK i charakteryzują się zahamowanym wzrostem korzeni, co daje 
fenotyp karłowatego wzrostu roślin (Lally i wsp. 2001, Wagner i Kohorn 2001). Z kolei delecja wak2-1  
w roślinach Arabidopsis powoduje obniżony wzrost korzeni (Kohorn i wsp. 2006). W tych mutantach 
zaobserwowano ponadto obniżoną aktywność MAPK3, co sugeruje, że WAK1-2 regulują 
wewnątrzkomórkowe szlaki kinaz MAPKs. Udokumentowano ponadto, że AtWAK2 jest najsilniej 
eksprymowany w merystemach wierzchołkowych, co także może wskazywać na rolę AtWAK2 w procesach 
wzrostu i rozwoju (Verica i wsp. 2002). 
Dowiedziono również, że WAKs/WAKLs biorą udział w odpowiedzi roślin na patogeny (Kohorn 
2015, Kohorn 2016). W pracy Kohorn (2015) zaproponowano model ilustrujący, w jaki sposób może 
zachodzić indukcja i przekazywanie sygnału przez WAK podczas ataku patogenu (Rys. 8.). 
 
Rys. 8. Model aktywacji WAKs poprzez pektyny o różnej długosci podczas ataku patogenu;  
opis w tekście (na podstawie Kohorn 2015). 
Patogen podczas ataku, mechanicznie lub enzymatycznie, w celu rozluźnienia ściany uszkadza  
lub tnie łańcuchy pektyn na krótsze odcinki (Rys. 8., A.). Powstające krótkie fragmenty wiążą się  
do apoplastycznej domeny WAK, uruchamiając w efekcie szlaki MAPK3 i MAPK6, a następnie dalsze 
mechanizmy odpowiedzi na atak patogenu. W sytuacji gdy roślina nie jest atakowana, w ścianie są obecne 
głównie długie cząsteczki pektyn (Rys. 8., B.). Ich wiązanie do WAK generuje sygnał, prowadzący  
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do aktywacji MAPK3, ale do represji MAPK6. To z kolei skutkuje uruchomieniem procesów prowadzących 
do wzrostu i rozwoju komórek (Kohorn 2015). 
Podobny model można stworzyć w przypadku generowania, odbioru i przekazywania sygnału  
o stężeniu metali w apoplaście przez WAKs. Wiadomo, że obecność jonów metali zmienia zawartości 
poszczególnych frakcji pektyn w ścianie (Krzesłowska 2011) (patrz: rozdział 1.2.3). Co ważne, 
dotychczasowe badania wskazują, iż receptory ściany komórkowej z rodziny WAKs są najprawdopodobniej 
zaangażowane w percepcję sygnału o stężeniu metali, a w tym Zn, w apoplaście (Hou i wsp. 2005, Humphrey 
i wsp. 2007, Yang i wsp. 2010). W roślinach A. thaliana udowodniono rolę AtWAK1 w odpowiedzi roślin 
na toksyczne stężenie glinu (Sivaguru i wsp. 2003). W pracy Hou i wsp. (2005) wykazano indukcję ekspresji 
AtWAKL4 w korzeniach roślin poddanych ekspozycji na podwyższone stężenia sodu, potasu, miedzi i cynku 
w pożywce. Dowiedziono także, że rośliny A. thaliana z delecją WAKL4 charakteryzują się większą 
wrażliwością na sód, potas, miedź i cynk. Na funkcjonalną rolę AtWAKL4 w procesach sygnałowych 
poziomu cynku wskazuje także zniesienie ekspresji genów AtZIP1, 2, 3, 4 (ang. ZRT IRT-like protein) 
(związanych z mechanizmami homeostazy Zn) w mutantach insercyjnych WAKL4 (Hou i wsp. 2005). 
Regulację ekspresji genu ZIP2 poprzez WAKL4 wykazano także w pracy Yang i wsp. 2010. Dotychczas nie 
istnieją wyniki badań wprost pokazujące, w jaki sposób dochodzi do generowania i przekazywania  
za pośrednictwem WAK sygnału o stężeniu cynku w apoplaście. Bez odpowiedzi pozostaje także pytanie, 
jakie szlaki wewnątrzkomórkowe mogą być w następstwie uruchamiane? 
Za pomocą drożdżowego układu dwuhybrydowego oraz z wykorzystaniem metod 
immunochemicznych pokazano, że AtWAK1 może wiązać nie tylko cząsteczki pektyn, ale także obecne  
w ścianie komórkowej białko bogate w glicynę 3 (ang. glycine rich protein, GRP3). Co więcej,  
w wyizolowanym z roślin kompleksie o masie 450 kDa, z AtWAK1 i AtGRP3, obecne były także cząsteczki 
KAPP (ang. kinase associated protein phosphatase). W drożdżowym układzie dwuhybrydowym 
zewnątrzkomórkowa domena AtWAK1 wiąże się z AtGRP3 (Park i wsp. 2001), ale nie zaobserwowano 
takiej zależności dla AtWAK2, AtWAK3 i AtWAK4 (Andreson i wsp. 2001). Obszar bogaty w glicynę nie 
jest kluczowy dla wiązania się GRP3 z WAK1, lecz znajdująca się w GRP3 domena cysteinowa  
(patrz: rozdział 1.2.2) (Kohorn 2016). 
Podsumowując, na podstawie dostępnych danych można wnioskować, że to pośród kinaz 
związanych ze ścianą komórkową należy poszukiwać receptorów, mogących odpowiadać za odbiór sygnału 
o stężeniu cynku w apoplaście liści roślin tytoniu (patrz: rozdział 1.1.3). Jako cząsteczki generujące sygnał 
trzeba rozpatrywać pektyny o różnym stopni estryfikacji i znajdujące się w ścianie białka bogate w glicynę. 
1.2.2 Białka bogate w glicynę (ang. glycine rich proteins, GRP) w roślinach 
Białka bogate w glicynę (ang. glycine rich proteins) są w roślinach dużą zróżnicowaną grupą, 
charakteryzującą się obecnością w swojej budowie częściowo powtarzalnym motywem bogatym w glicynę. 
Badania nad białkami GRP prowadzono na różnych gatunkach roślin, w tym na petunii, tytoniu, fasoli, soi, 
ryżu, pszenicy (Mousavi i Hotta 2005), a także A. thaliana, gdzie analizie poddano 50 białek tego rodzaju 
(Anderson i wsp. 2001). Białka bogate w glicynę można podzielić na grupy w zależności od ich lokalizacji 
komórkowej, albo w zależności od budowy. Jeżeli chodzi o podział białek ze względu na budowę,  
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to wyróżniamy pięć klas GRP (Rys. 9.). Do klasy I należą białka mogące zawierać peptyd sygnałowy, 
zawierające powtórzenia GGX (gdzie „G” w sekwencji oznacza glicynę, a „X” inny aminokwas) (Rys. 9.). 
Do klasy II zaliczamy GRP, które mogą zawierać peptyd sygnałowy i posiadają charakterystyczny koniec C 
bogaty w cysteinę (Rys. 9.). Klasa III obejmuje białka, które mogą posiadać peptyd sygnałowy, a zawierają 
mniej glicyn w porównaniu z innymi klasami oraz posiadają domenę oleozynową (Rys. 9.). Klasa IV zawiera 
białka bogate w glicynę znane, jako GRP wiążące RNA. W zależności od podgrupy klasy IV, posiadają one: 
motyw rozpoznający RNA (ang. RNA-recognition motif, RRM), domenę szoku chłodu (ang. cold-shock, 
CSD), lub palec cynkowy (Rys. 9.). Każda z podgrup klasy IV różni się lokalizacją wymienionych domen 
w białku. Do klasy V GRP należą białka, mogące zawierać peptyd sygnałowy, zawierające powtórzenia 
GGX lub GXGX (Rys. 9.) (Sachetto-Martins i wsp. 2000, Ringli i wsp. 2001, Mangeon i wsp. 2010). 
 
Rys. 9. Schematyczna klasyfikacja roślinnych białek bogatcyh w glicynę ze względu na budowę. SR – peptyd 
sygnałowy (ang. signal peptide), CR – domena bogata w cysteiny (ang. cysteine rich domain),  
oleozyna – konserwowana domena oleozynowa (ang. oleosin conserved domain), RRM – motyw rozpoznający 
RNA (ang. RNA-recognition motif), GR – domena bogate w glicynę (ang. glycine rich domain), CCHC – palec 
cynkowy (ang. zinc finger), CSD – domena szoku zimna (ang. cold-shock domain). Domeny bogate w glicynę  
są zazanczone jako GGX, GGXXXGG, GXGX i GGX/GXGX, gdzie G oznacza glicyne, a X inny aminokwas  
(na podstawie Mangeon i wsp. 2010). 
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Na podstawie badań z wykorzystaniem magnetycznego rezonansu jądrowego wykazano, że GRPs 
najprawdopodobniej przyjmują trzeciorzędową strukturę pętli z elastycznie oddziaływującymi ze sobą 
obszarami bogatymi w glicynę (Steinert i wsp. 1999). Odmienny model konformacji białka zaproponowano 
w pracy Condit i Meagher (1986), gdzie na podstawie badań na Petunia hybrida ustalono, że regiony bogate 
w glicynę tworzą raczej struktury β-kartek. 
Białka GRP można podzielić także ze względu na lokalizację komórkową na GRP występujące  
w ścianie komórkowej, jądrze, cytoplazmie oraz związane z lipidami. Białka bogate w glicynę  
są zlokalizowano w wiązkach przewodzących, epidermie, owocach, kwiatach, czy korzeniach. (Sachetto-
Martins i wsp. 2000). Udowodniono, że ekspresja genów kodujących białka bogate w glicynę jest 
indukowana w roślinach m.in. przez hormony roślinne (auksyny, kwas abscysynowy), stres chłodu, 
ugryzienie, patogeny, czy zegar biologiczny. Przypuszcza się, że GRP w roślinach pełnią rolę cząsteczek 
sygnałowych na poziomie komórki (Wyatt i Carpita 1993), ale także całej rośliny (Sachetto-Martins i wsp. 
2000). Udowodniono, że wspomniane już w rozdziale 1.2.1 białko AtGRP3, należące do II klasy GRP, 
indukuje ekspresję genu PR1 (ang. pathogenesis related protein 1), ze szlaku odpowiedzi na patogen  
(De Oliveira i wsp. 1990, Gramegna i wsp. 2016). Wykazano także, że białko GRP3 przyłączone do domeny 
WAK1 odpowiada za inhibicję sygnału przekazywanego ze ściany, do wnętrza komórki rośliny podczas 
zranienia, ekspozycji na wysokie stężenie glinu oraz stresu suszy (Mangeon i wsp. 2010). Z pracy Ueki  
i Citovsky (2005) wiadomo, że obecne w ścianie komórkowej roślin tytoniu białka cdiGRP (ang. cadmium 
inducted GRP) odpowiadają za regulację syntezy kallozy w komórkach tkanki przewodzącej. 
Zaproponowano, że białka bogate w glicynę występujące w ścianie komórkowej mogą odgrywać 
nie tylko rolę sygnałową, ale także rolę strukturalną. Wykazano, że PvGRP-1.8 najprawdopodobniej bierze 
udział w odkładaniu się w ścianie lignin (Keller i wsp. 1989). Z kolei w roślinach Alnus glutinosa 
udowodniono, że specyficzne dla korzeni GRP, występujące w ścianach komórkowych, wiążą jony niklu. 
Zasugerowano, że białko to prawdopodobnie odgrywa rolę chelatora tego metalu w ścianie (Pawłowski  
i wsp. 1997). 
1.2.3 Pektyny w ścianie komórkowej roślin 
Pektyny są wielocukrami powszechnie występującymi w ścianach komórkowych i przestrzeniach 
międzykomórkowych roślin. Łańcuch polimerowy pektyn składa się z 300 do 1000 fragmentów kwasu  
D-galakturonowego, powiązanych ze sobą wiązaniami α-1-4-glikozydowymi. Część grup karboksylowych 
kwasu D-galakturonowego w cząsteczkach pektyn jest zestryfikowana grupami metylowymi. Poszczególne 
monomery kwasu D-galakturonowego w pektynach mogą być zastąpione resztami innych sacharydów. 
Najważniejszymi polisacharydami tworzącymi strukturę pektyn są: homogalakturonan (Rys. 10.), 
ramnogalakturonan I (Rys. 11.), ramnogalakturonan II, ksylogalakturonan (Rys. 12.), arabinan, 
arabinogalaktan I i arabinogalaktan II (Willats i wsp. 2001, Mohnen 2008, Pińkowska i Złocińska 2014). 
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Rys. 10. Fragment cząsteczki homogalakturonanu z wolnymi i metylowanymi grupami karboksylowymi 
(Pińkowska i Złocinska 2014). 
Homogalakturonan (HG) jest dominującym rodzajem polisacharydu tworzącego strukturę pektyn 
występujących w ścianach komórkowych roślin, stanowi ok. 60-65% wszystkich zawartych w roślinach 
pektyn strukturalnych. Cząsteczkę HG tworzy ok. 70-100 monomerów kwasu D-galakturonowego 
połączonych wiązaniem α-1-4-glikozydowym (Rys. 10.). Łańcuchy homogalakturonanu mogą być  
O-acetylowane przy drugim lub trzecim atomie węgla (Wong 2008). 
Ramnogalakturonan I (RG I) jest zbudowany z naprzemiennie połączonych co najmniej 100 reszt 
kwasu D-galakturonowego i L-ramnozy o resztach kwasowych bez łańcuchów bocznych z mono-  
lub disacharydami. L-ramnoza w cząsteczkach RG I może tworzyć rozgałęzienia α-L-arabinofuranozydowe 
lub β-D-galaktopiranozylowe (Ridley i wsp. 2001). 
 
Rys. 11. Fragment cząsteczki ramnogalakturonanu I z arabinozowymi i galaktozowymi łańcuchami bocznymi 
(Pińkowska i Złocińska 2014). 
Ramnogalakturonan II (RG II) jest polisacharydem składającym się z łańcucha głównego 
zbudowanego z 8 do 15 reszt kwasu D-galakturonowego częściowo zestryfikowanego oraz czterech 
łańcuchów bocznych (Strasser i Amadò 2002, Yapo 2011). RG II występuje w ścianach komórkowych,  
jako dimer o cząsteczkach połączonych ze sobą za pomocą wiązań kowalencyjnych diestrami kwasu 
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borowego. Dimer ten wykazuje zdolność do tworzenia kompleksów z kationami dwuwartościowymi  
np. Pb2+ lub Sr2+ (Vidal i wsp. 2000). 
 
Rys. 12. Fragment cząsteczki ksylogalakturonanu (Pińkowska i Złocińska 2014). 
Ksylogalakturonan tworzą łańcuchy kwasu D-galakturonowego połączonych wiązaniami  
α-1-4-glikozydowymi o podstawieniach monomerów β-D-ksylozy w położeniu C3 (Rys. 12.). 
Ksylogalakturonan może również zawierać metylowane grupy karboksylowe w liczbie od 40 do 90% (Wong 
2008, Voragen i wsp. 2009). 
Arabinian jest zbudowany z reszt α-L-arabinofuranozy, połączonych ze sobą wiązaniem 1-2 lub  
1-3 glikozydowym (Wong 2008). Arabinogalaktan I (AG I) tworzą cząsteczki β-D-galaktopiranozy 
połączonej ze sobą wiązaniem 1-4 glikozydowym. Łańcuchy boczne AG I tworzą reszty  
(1-5)-α-L-arabinofuranozylowe oraz β-D-galaktozy (Hinz i wsp. 2005). Arabinogalaktan II (AG II) z kolei 
zbudowany jest z cząsteczek β-D-galaktopiranozy połączonych ze sobą wiązaniem 1-3 glikozydowym. 
Łańcuchy boczne AG II tworzą reszty (1-6)-α-L-arabinofuranozylowe (Voragen i wsp. 2009). 
Pektyny powstają w ścianach komórkowych z cząsteczek kwasu D-galakturonowego, 
syntetyzowanych w aparacie Golgiego i przenoszonych do ściany na drodze egzocytozy (Willats i wsp. 
2001, Willats i wsp. 2006, Harholt i wsp. 2010). W ścianie następuje synteza poszczególnych cząsteczek 
pektyn, a następnie całej sieci. Sieć pektynowa, np. podczas wzrostu komórki, może być trawiona przez 
poligalakturonazy (Ridley i wsp. 2001, Willats i wsp. 2001). Za usuwanie grup metylowych w pektynach 
odpowiada metyloesteraza pektyn (ang. pectin methyloesterase, PME). Pektyny klasyfikuje się ze względu 
na stopień zestryfikowania zawartych w nich grup karboksylowych, określający udział zestryfikowanych 
jednostek kwasu galakturonowego w stosunku do ogólnej liczby reszt tego kwasu. Według tego kryterium 
wyróżnia się pektyny wysokoestryfikowane (stopnień estryfikacji 60-75%) i niskoestryfikowane (<50%) 
(Pińkowska i Złocińska 2014). Udowodniono, że niskoestryfikowane HG mogą oddziaływać z jonami 
wapnia tworząc strukturę zwaną „pudełkiem na jajka” (ang. egg-box structure) (Rys. 13.) (Grant i wsp. 1973, 
Dronnet i wsp. 1996). Struktura ta powoduje usztywnienie ściany komórkowej (Mohnet 2008, Krzesłowska 
2011).  
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Rys. 13. Mechanizm tworzenia się kompleksów pektyn z jonami dwuwartościowymi  
(Pińkowska i Złocińska 2014). 
Dowiedziono, że dzięki swojej budowie pektyny obecne w ścianie komórkowej wiążą jony metali. 
Wykazano bowiem, że struktura „egg-box” może tworzyć się nie tylko z jonami wapnia, ale także z innymi 
jonami dwuwartościowymi np. Zn2+, Ni2+, Cd2+ i trójwartościowymi np. Al3+ (Schiewer i Patil 2008, 
Krzesłowska 2011). Im więcej wolnych grup karboksylowych znajduje się w łańcuchu pektynowym,  
tym większa jest możliwość utworzenia struktur z jonami dwuwartościowymi (Pińkowska i Złocińska 2014). 
Z kolei metylacja i acetylacja powoduje, że pektyny wykazują mniejsze powinowactwo do wiązania 
wolnych jonów (Połeć-Pawlak i wsp. 2007). W roślinach na skutek działania metali ciężkich następuje 
redukcja syntezy celulozy, która zwykle jest związana ze wzrostem syntezy pektyn (Hématy i Höffte 2008). 
Wzrost poziomu pektyn w ścianie, głownie nisko-estryfikowanych, zaobserwowano m.in. podczas 
ekspozycji roślin Allium cepa na jony ołowiu (Wierzbicka 1998) oraz w hipokotylach roślin Linum 
usitatissimum poddanych ekspozycji na kadm (Douchiche i wsp. 2007). Dowiedziono również,  
że aktywność metyloesterazy pektyn jest zależna od ekspozycji roślin na metale. PME odpowiada,  
za regulację przestrzennego rozmieszczenia pektyn o różnym stopniu estryfikacji w obrębie ściany 
komórkowej (Decreux i Messiaen 2005, Pelloux i wsp. 2007, Kohorn i wsp. 2009).  
Pektyny oprócz funkcji strukturalnej oraz swojej roli w wiązaniu metali, mogą w roślinach pełnić 
także rolę cząsteczek sygnałowych (Engelsdorf i Hamann 2014). Wykazano, że kinaza PERK4 wiąże 
pektyny do swojej domeny receptorowej znajdującej się w apoplaście (Bai i wsp. 2009). Także WAK należą 
do receptorów, wiążących cząsteczki pektyn (patrz: rozdział 1.2.1). Co istotne, rodzaj sygnału 
przekazywanego przez WAK do wnętrza komórki, jest zależny do typu przyłączającej się do części 
apoplastycznej cząsteczki pektyny (He i wsp. 1999). Z kolei rodzaje pektyn, których obecność przeważa  
w ścianie, jest zależna m.in. od stężenia metali ciężkich w apoplaście (Krzesłowska 2011). 
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2. Cel pracy 
Cynk, jako mikroelement, bierze udział w regulacji wielu procesów metabolicznych, jest zatem 
niezbędny dla prawidłowego wzrostu i rozwoju roślin. Nadmiar cynku jest jednak toksyczny, a zdolność 
roślin do akumulacji jego wysokich stężeń w liściach, jest jednym z czynników warunkujących poziom 
tolerancji na ten metal. Badania prowadzone w grupie badawczej prof. dr hab. Danuty Marii Antosiewicz 
wykazały, że w roślinach tytoniu w homogennej pod względem morfologii tkanki mezofilu liścia, komórki 
różnią się zdolnością do akumulacji Zn. W roślinach rosnących w obecności wysokiego stężenia cynku  
w podłożu, metal ten jest gromadzony w mezofilu w grupach komórek (nazwanych komórkami 
akumulującymi), co chroni sąsiadujące komórki przed jego toksycznym nadmiarem. Brak jednorodności  
w akumulacji cynku w komórkach mezofilu liścia tytoniu zinterpretowano jako formę strategii ochronnej 
(Siemianowski i wsp. 2013). Kiedy poziom cynku w komórkach akumulujących przekroczy pewien poziom 
progowy, stopniowo zamierając przekształcają się one w nekrozy, zatrzymując jednak zgromadzony metal 
w obrębie silnie zlignifikowanych ścian komórkowych. W konsekwencji zaproponowano, iż pojawianie się 
nekroz na liściach roślin rosnących w obecności wysokich stężeń cynku, może być przejawem mechanizmu 
ochronnego operującego na poziomie liścia. Nadmiar cynku zostaje zgromadzony w obszarach 
nekrotycznych, dzięki czemu sąsiadujące komórki mezofilu mogą bez utrudnień pełnić swoje funkcje. 
Nekrozy powstające na terenie blaszek liściowych w obecności wysokiego stężenia cynku, przestają tym 
samym być jedynie przejawem wrażliwości roślin na nadmiar tego metalu. Mechanizmy powstawania 
zależnych od wysokiego stężenia cynku nekroz, pozostają nieznane. Celem badań prowadzonych w ramach 
niniejszej pracy doktorskiej, jest poznanie ich molekularnych i fizjologicznych podstaw. Badania mają  
na celu weryfikację dwóch hipotez. 
1. Załadunek dużych zawartości cynku do komórek akumulujących (co prowadzi do powstania 
nekroz) jest formą zaplanowanej strategii ochrony tkanki liścia przed toksycznym działaniem Zn. 
Celem pracy jest zbadanie, czy w procesy formowania się nekroz z komórek akumulujących,  
są zaangażowane mechanizmy programowanej śmierci komórkowej (ang. programmed cell death, 
PCD). Weryfikacja hipotezy będzie odbywała się poprzez:  
 określenie roli tlenku azotu(II), jako składowej PCD, w procesach tworzenia się nekroz; 
 zbadanie udziału charakterystycznych elementów PCD (takich jak ekspresja genów 
„markerów PCD” oraz lokalizacja specyficznie ciętych podczas PCD fragmentów DNA) 
w mechanizmach formowania się nekroz. 
2. Określenia roli apoplastu w procesie formowania się nekroz. Wcześniejsze badania sugerują,  
że poziom Zn w apoplaście może uruchamiać mechanizmy odpowiedzialne za zróżnicowany 
załadunek cynku do komórek akumulujących (Siemianowski i wsp. 2013). Z danych literaturowych 
wiadomo także, że na skutek obecności w apoplaście podwyższonego stężenia cynku, dochodzi  
do zmian wzoru estryfikacji pektyn ściany (Krzesłowska 2011). Wiadomo też, że kinazy ściany 
komórkowej (ang. wall associated kinases, WAKs) odbierają sygnały z apoplastu, przekazywane 
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do wnętrza komórki za pośrednictwem pektyn o różnym stopniu estryfikacji (He i wsp. 1999, 
Kohorn 2016). Zgodnie z drugą hipotezą sygnał prowadzący do powstania nekroz zależnych  
od wysokiego stężenia Zn, jest generowany poprzez cząsteczki pektyn (których stopień estryfikacji 
zmienia się na skutek działania wysokiego stężenia cynku), a odbierany i przekazywany do wnętrza 
komórki za pośrednictwem WAKs. Hipoteza będzie weryfikowana poprzez:  
 analizy ekspresji genów WAKs w liściach w obecności wysokiego stężenia Zn; 
 badanie zmian we wzorze estryfikacji pektyn w ścianie komórkowej, spowodowanej 
obecnością podwyższonego stężenia Zn; 
 określenia kolokalizacji ekspresji wybranego NtWAK i jonów cynku w komórkach liścia. 
Badania prowadzone będą na roślinach tytoniu (Nicotiana tabacum). Rośliny uprawiane będą  
na pożywce kontrolnej oraz na pożywce zawierającej wysokie stężenia cynku. Do analiz wykorzystywany 
zawsze będzie drugi liść licząc od dołu rośliny. 
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3. Materiały i metody 
3.1 Materiały 
3.1.1 Materiał roślinny 
Doświadczenia przeprowadzane w ramach niniejszej pracy doktorskiej wykonywano na roślinach 
tytoniu (Nicotiana tobaccum var. Xanti) typu dzikiego oraz transformowanych konstruktem 
pNtWAK2::DsRED (linia 8). Transformację wykonano w ramach pracy doktorskiej (patrz: rozdział 3.2.1). 
Wybór tytoniu jako rośliny badawczej wynika z tego, iż opisane doświadczenia były kontynuacją 
wcześniejszych prac prowadzonych w grupie prof. dr hab. Danuty Marii Antosiewicz. 
3.1.2 Szczepy bakteryjne 
W badaniach wykorzystano następujące szczepy bateryjne: 
 Escherichia coli (TOPO10: F- mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) Φ80lacZΔM15 ΔlacX74 recA1 
araD139 Δ(ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG); 
 Agrobacterium tumefaciens (LBA4404, GV3101, C58C1, RifR, pMP90, GmR). 
3.1.3 Plazmidy i stosowane konstrukty 
W ramach niniejszej pracy doktorskiej wykonano dwie transformacje roślin: 
 przejściową, konstruktem fuzyjnym zawierającym otwartą ramkę odczytu genu NtGRP kodującego 
białko bogate w glicynę o numerze akcesyjnym CAB67122.1 oraz genu kodującego białko zielonej 
fluorescencji (ang. green fluorescent protein, GFP) pod konstytutywnym promotorem 35S 
(35S::NtGRP::GFP), w celu określenia subkomórkowej lokalizacji NtGRP (patrz: rozdział 3.2.3.2); 
 stabilną, konstruktem pNtWAK2::DsRED zawierającym gen kodujący białko markerowe DsRED 
pod promotorem genu NtWAK2, w celu określenia lokalizacji ekspresji NtWAK2 w liściach tytoniu 
(patrz: rozdział 3.2.3.3). 
Jako wektor przejściowy w przypadku obydwu transformacji stosowano pENTRTM/D TOPO®  
z systemu Gateway® (Invitrogen) (Earley i wsp. 2006) (Rys. 14.). Plazmid posiada gen odporności  
na kanamycynę. Wektor ten umożliwia wprowadzenie wstawki (w tym przypadku NtGRP i promotora genu 
NtWAK2), posiadającej „tępe końce” pomiędzy miejsca attL1 i attL2. Następnie przeprowadza się 
rekombinację odcinka od attL1 do attL2 z wektora pENTR do wektorów docelowych pMDC43  
i pRI909.TIMER.AttRI 2. 
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Rys. 14. Mapa wektora przejściowego pENTRTM/D-TOPO stosowanego do przejściowej i stabilnej 
transformacji roślin. 
Wektorem docelowym w transformacji stabilnej konstruktem pNtWAK2::DsRED był plazmid 
pRI909.TIMER.AttRI 2 (Rys. 15.) zaprojektowany i wykonany przez zespół dr. Roberta Malinowskiego  
z Instytutu Genetyki Roślin, Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu. Wektor posiada gen odporności  
na neomycynę i kanamycynę. 
Przy transformacji przejściowej wykorzystano wektor pMDC43 (Rys. 16.) dostępny komercyjnie. 
Wektor posiada geny odporności na higromycynę i kanamycynę. 
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Rys. 15. Mapa wektora pRI909.TIMER.AttRI 2 stosowanego do stabilnej transformacji roślin konstruktem 
pNtWAK2::DsRED. 
 
Rys. 16. Mapa wektora pMDC43 stosowanego do przejściowej transformacji roślin konstruktem 
35S::NtGRP::GFP. 
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3.1.4 Pożywki stosowane do hodowli roślin 
Do doświadczeń prowadzonych w uprawach hydroponicznych (na pożywce płynnej) używano 
napowietrzonej pożywki Knopa o stężeniu jonów ¼ w stosunku do stężenia jonów w pożywce pełnej  
(Tab. 1. i 2.). Kiełkowanie nasion i pierwszy etap wzrostu siewek przebiegał na szlakach Petriego, 
zawierających zestaloną agarem pożywkę Knopa uzupełnioną składnikami wymienionymi w Tab. 3. 
Tab. 1. Skład pożywki Knopa stosowanej w hodowli hydroponicznej. 
Składnik pożywki Stężenie roztworu 
wyjściowego [μM] 
Stężenie w pożywce 
pełnej [mM] 
Końcowe stężenie  
w stosowanej pożywce 
¼ Knopa [μM] 
Ca(NO3)2 · 4 H2O 3 144 36 
KNO3  1,5 30 7,5 
MgSO4 · 7 H2O  1,25 62 15,5 
KH2PO4  1 27 6,75 
EDTA-Fe  0,04 14 3,5 
mikroelementy  1000x przygotowane osobne 
(patrz: Tab. 2.) 
- 
Tab. 2. Skład roztworu mikroelementów stosowany w pożywce Knopa. 
Składnik 
mikroelementów  
Stężenie roztworu 
wyjściowego [μM]  
Stężenie w pożywce 
pełnej [mM]  
Końcowe stężenie w 
stosowanej pożywce 
¼ Knopa [μM] 
CoCl2 · 6 H2O  0,1  0,025  0,025 
H3BO3  25  1,55  6,25 
MnCl2 · 4 H2O  2  0,4  0,5 
ZnSO4 · 7 H2O  2  0,57  0,5 
CuSO4 · 5 H2O  0,1  0,03  0,025 
Na2MoO4 · 2 H2O  0,5  0,12  0,125 
KJ  5  0,83  1,25 
Tab. 3. Składniki uzupełniające pożywkę Knopa zestaloną agarem. 
Składniki uzupełniające 
pożywki  
Masa składnika dodanego do 1 l 
pożywki [g]  
Końcowe stężenie w stosowanej 
pożywce ¼ Knopa 
agar  8  8% 
sacharoza  4  4% 
W niniejszej pracy doktorskiej do regeneracji roślin po stabilnej transformacji roślin konstruktem 
pNtWAK2::DsRED stosowano pożywkę TT o pH 5,8, o składzie podanym w Tab. 4. 
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Tab. 4. Skład pożywki TT stosowanej do regeneracji roślin po stabilnej transformacji konstruktem 
pNtWAK2::DsRED. 
Składnik pożywki Końcowe stężenie w pożywce TT 
sacharoza 30 g/l (30%) 
witaminy Gamborga 1000x 
(patrz: Tab. 5.)  
1 ml/l 
kwas 3-naftylooctowy  
(NAA, 1 mg/ml w 96% EtOH) 
200 μl/l 
6-benzyloaminopuryna  
(BAP, 1 mg/ml w 0,1 M HCl)  
2240 μl/l 
sole MS 10x  
(patrz: Tab. 6.) 
100 ml/l 
agar 8 g/l (8%) 
Tab. 5. Skład witamin Gamborga stosowanych w pożywce TT. 
Składnik witamin Gamborga Stężenie w roztworze wyjściowym [mg/ml] 
kwas nikotynowy 1 
tiamina-HCl  10 
pirydoksyna-HCl 1 
mioinozytol 100 
Tab. 6. Skład soli MS (roztwór wyjściowy stężony dziesięciokrotnie) stosowanych w pożywce TT. 
a) Makroelementy   
Składnik soli MS Stężenie w roztworze 
wyjściowym [g/l] 
Końcowe stężenie w pożywce 
TT [mM] 
NH4NO3 16,5 20,6 
KNO3 19 18,8 
MgSO4 · 7H2O 3,7 1,5 
KH2PO4 1,7 1,25 
CaCl2 3,32 3 
 
b) Mikroelementy   
Składnik soli MS Stężenie w roztworze 
wyjściowym [mg/l] 
Końcowe stężenie w pożywce 
TT [µM] 
H3BO3 62 100 
MnSO4 · 4H2O 223 100 
ZnSO4 · 7H2O 86 30 
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Na2MoO4 · 2H2O 2,5 1 
CuSO4 · 5H2O 0,25 0,1 
CoCl2 · 6H2O 0,25 0,1 
KJ 8,3 5 
FeSO4 · 7H2O 278 100 
Na2-EDTA · 2 H2O 373 100 
Na dalszych etapach regeneracji roślin pożywkę TT zastępowano pożywką MS (Murashige-Skoog 
i Skoog 1962) o składzie podanym w Tab. 7. 
Tab. 7. Skład pożywki MS. 
Składnik pożywki Końcowe stężenie w pożywce MS 
sacharoza 15 g/l 
witaminy MS 1000x 
(patrz: Tab. 8.)  
1 ml/l 
sole MS 10x  
(patrz: Tab. 6.) 
100 ml/l 
agar 8 g/l 
Tab. 8. Skład witamin MS stosowanych w pożywce MS. 
Składnik witamin MS Stężenie w roztworze wyjściowym [mg/ml] 
kwas nikotynowy 0,5 
tiamina-HCl  0,1 
pirydoksyna-HCl 0,5 
mioinozytol 100 
glicyna 2 
Do pożywek TT i MS jako czynnik selekcyjny dodawano następujące antybiotyki: 
 biotaksym (BioShop), używany w stężeniu 500 µg/ml do eliminacji A. tumefaciens (patrz: rozdział 
3.2.1.6); 
 kanamycynę (Sigma), używaną w stężeniu 100 µg/ml do eliminacji bakterii nie posiadających 
plazmidu pENTR/D TOPO, pMDC43 lub pRI909.TIMER.AttRI 2; oraz roślin nieposiadających 
plazmidu pMDC43 lub pRI909.TIMER.AttRI 2 (patrz: rozdziały 3.2.2. i 3.2.3.). 
Ukorzenione rośliny przenoszono do uprzednio zautoklawowanej ziemi (Kronen) i hodowano  
do zbioru nasion. 
3.1.5 Pożywki stosowane do hodowli bakterii 
Do hodowli bakterii E. coli stosowo pożywką LB (ang. lysogen broth) (Tab. 9.) o pH 7, płynną,  
lub zestaloną agarem. 
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Tab. 9. Skład pożywki LB. 
Składnik pożywki Końcowe stężenie w pożywce LB [g/l] 
trypton 10 
ekstrakt drożdzowy  5 
NaCl 10 
agar (dodawany do pożywek stałych) 15 
Do hodowli bakterii A. tumefaciens stosowaną pożywkę YEP i YEB o pH 7 o składach podanych 
w Tab. 10. i Tab. 11., płynne lub zestalone agarem. 
Tab. 10. Skład pożywki YEP. 
Składnik pożywki Końcowe stężenie w pożywce YEP [g/l] 
pepton 10 
ekstrakt drożdżowy  10 
NaCl 5 
agar (dodawany do pożywek stałych) 20 
Tab. 11. Skład pożywki YEB. 
Składnik pożywki Końcowe stężenie w pożywce YEB [g/l] 
ekstrakt wołowy 1 
ekstrakt drożdżowy  5 
pepton 5 
sacharoza 5 
MgSO4 · 7H2O 0,5 
agar (dodawany do pożywek stałych) 20 (2%) 
3.2 Metody 
W ramach niniejszej pracy przeprowadzono stabilną transformację roślin tytoniu konstruktem 
zawierającym gen kodujący białko reporterowe DsRED pod promotorem genu NtWAK2 oraz transformację 
przejściową konstruktem fuzyjnym zawierającym gen NtGRP kodujący białko CAB67122.1 oraz gen 
kodujący białko reporterowe GFP pod promotorem 35S. Aby wykonać transformację roślin, konieczne było 
wcześniejsze przygotowanie konstruktów zawierających powyższe sekwencje. 
3.2.1 Projektowanie starterów i sekwencjonowanie 
Wszystkie wykorzystywane w pracy startery były projektowane przy użyciu programu 
OligoAnalyzer (https://eu.idtdna.com/calc/analyzer), a syntetyzowane na zamówienie przez firmę 
Genomed. 
Poprawność sekwencji sprawdzano poprzez sekwencjonowanie wykonywane na zlecenie przez 
firmę Genomed. 
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3.2.2 Klonowanie sekwencji pNtWAK2 i NtGRP 
3.2.2.1 Przygotowanie konstruktów 
Pierwszym etapem klonowania było odnalezienie w bazie bioinformatycznej NCBI 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) sekwencji nukleotydowych pNtWAK2 i NtGRP. Sekwencje powyższych 
genów nie były wcześniej opisane w literaturze. Gen kodujący NtWAK2 znaleziono w bazie na scafoldzie  
o numerze: AWOK01231171.1. Klonowano odcinek odpowiadający promotorowi o długości 2210 pz 
powyżej kodonu ATG genu NtWAK2. Szczegóły na temat przeprowadzonych analiz bioinformatycznych 
dotyczących NtWAKs znajdują się w rozdziale 4.3.1. 
W przypadku NtGRP sekwencja genu była zdefiniowana w bazie NCBI. Figurowała ona pod nazwą: 
„gen kodujący potencjalne białko bogate w glicynę związane ze ścianą komórkową”. Białko, które kodowała 
sekwencja posiadało numer akcesyjny CAB67122.1. Klonowano całą sekwencję genu od kodonu ATG,  
do kodonu „stop” kończącego transkrypcję, co stanowiło 321 pz. Gen NtGRP w swojej sekwencji nie 
zawierał intronów. 
Aby móc sklonować znalezione sekwencje, na początku konieczne było stworzenie konstruktu, 
zawierającego klonowane sekwencje w wektorze pENTR/D-TOPO z systemu Gateway® (patrz: rozdział 
3.1.3). Pierwszym etapem było namnożenie DNA o znanej sekwencji za pomocą reakcji PCR. W celu 
przeprowadzenia reakcji do sekwencji promotora NtWAK2 oraz do sekwencji genu kodującego białko 
NtGRP/CAB67122.1, zaprojektowano startery. Do sekwencji starterów znajdujących się na początku 
namnażanego odcinka, zgodnie ze specyfiką systemu Gateway®, dołączone zostały sekwencje „CACC” 
(podkreślone miejsca w Tab. 12.) tak, aby następnie za pomocą topoizomerazy produkty reakcji PCR mogły 
zostać wprowadzone do wektora pENTR/D-TOPO. 
Tab. 12. Sekwencje starterów stosowane do namnożenia za pomocą reakcji PCR sekwencji pNtWAK2 i NtGRP 
wprowadzanych następnie do wektora pENTR/D-TOPO. 
Nazwa wstawki Sekwencja starterów Długość produktu 
pNtWAK2  P: CACCTACACAGGCACTGGAG 
 L: CATTTGACTGGGCACGGAG 
2214 pz 
NtGRP/CAB67122.1  P: CACCATGGGTTCTAAGGCATT 
 L: TCAGTTGTGAGGCTGAACTTC 
325 pz 
Reakcję PCR przeprowadzano, stosując skład mieszaniny opisany w Tab. 13. 
Tab. 13. Skład mieszaniny reakcjnej PCR stosowanej do namnożenia sekwencji pNtWAK2 i NtGRP 
wprowadzanych następnie do wektora pENTR/D-TOPO. 
Składnik reakcji Objętość pobierana do reakcji [µl] 
5x bufor 10 
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dNTP 2 mM  5 
starter P 1 
starter L 1 
polimeraza Phusion® 1 
woda 21 
matryca DNA 1 
Do reakcji wykorzystano bufor, dNTP oraz polimerazę firmy ThermoFisher Scientific. Jako 
matrycy użyto DNA wyizolowanego z liści tytoniu za pomocą zestawu firmy Syngen. Reakcję PCR 
prowadzono w termocyklerze Mastercycler® firmy Eppendorf zgodnie z następującymi warunkami: 98°C 
30 s, 98°C 10 s, 60°C 15 s, 72°C 1 min, 72°C 7 min, 30 cykli. 
W celu potwierdzenia, czy otrzymano produkt reakcji o odpowiedniej długości, mieszaninę 
poreakcyjną sprawdzano za pomocą elektroforezy na 1% żelu agarozowym w buforze TAE (skład poniżej) 
z dodatkiem bromku etydyny (0,004%). Do przeprowadzenia elektroforezy stosowano aparat firmy 
Kucharczyk, używano również marker wielkości 1kb DNA Ladder Plus firmy Fermentas. 
Skład buforu TAE (objętość 1 l, pięćdziesięciokrotnie stężony):  
 242 g Tris-base (firmy Sigma); 
 57,1 ml lodowatego kwasu octowego (firmy POCH); 
 100 ml 0,5 M EDTA pH 8 (firmy POCH). 
Do każdej z kieszonek na żelu nanoszono po 6 μl roztworu kwasów nukleinowych i 2 μl barwnika 
do elektroforezy (barwnik sześciokrotnie stężony, firmy Fermentas). Napięcie stosowane przy rozdziale 
elektroforetycznym wynosiło 100V. Po zakończeniu rozdziału, żel oglądano w świetle UV przy użyciu 
transluminatora GVM20 firmy Syngen. 
Produkt o właściwej wielkości wycinano z żelu i izolowano za pomocą zestawu do izolacji kwasów 
nukleinowych z żelu firmy Syngen. Wyizolowane sekwencje wprowadzano następnie do wektora  
pENTR/D TOPO firmy Invitrogen. W tym celu przygotowywano mieszaninę reakcyjna opisaną w Tab. 14. 
(zgodnie z zaleceniami producenta). 
Tab. 14. Skład mieszaniny stosowanej podczas wprowadzania wstawki do wektora przejściowego pENTR. 
Składnik mieszaniny Objętości [μl] 
produkt PCR (wstawka) 3 
roztwór soli 1 
woda 1 
roztwór z wektorem pENTR 1 
Roztwór inkubowano przez 25 minut w temperaturze pokojowej. Następnie wykonywano 
transformację bakterii E. coli. 
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3.2.2.2 Transformacja bakterii E. coli 
W celu transformacji do 50 µl zawiesiny bakteryjnej dodawano 1 µl mieszaniny reakcyjnej opisanej 
w rozdziale 3.2.2.1, po czym całość inkubowano na lodzie. Po upływie 20 minut bakterie umieszczano  
na 45 s. w łaźni wodnej o temperaturze 42°C. Następnie bakteriom podawano 250 µl płynnej pożywki LB 
(Tab. 9). Probówkę z bakteriami umieszczano w 37°C. Po upływie godziny zawiesinę wgłaskiwano  
w znajdującą się na szalkach Petriego pożywkę LB zestaloną agarem z dodatkiem kanamycyny  
i pozostawiano w 37°C na noc. 
Aby sprawdzić, czy bakterie pobrały wektor z klonowaną sekwencją genu, wykonano tzw. „PCR 
kolonijny”. Jako matrycę wykorzystano zawiesinę bakteryjną, otrzymaną poprzez pobranie pojedynczej 
kolonii z szalki i zawieszenie jej w wodzie. Do reakcji wykorzystywano startery opisane w Tab. 23.  
Do rekcji stosowano odczynniki firmy A&A Biotechnology. Skład mieszaniny reakcyjnej przedstawiono  
w Tab. 15. 
Tab. 15. Skład mieszniny stosowanej do reakcji PCR przeprowadzanej w celu sprawdzenia obecności  
wektora ze wstawką. 
Składnik reakcji Objętość pobierana do reakcji [µl] 
bufor 10 
dNTP 10 mM  0,5 
starter P 0,5 
starter L 0,5 
polimeraza Marathon 0,5 
zawiesina bakteryjna 8 
Produkt reakcji sprawdzano za pomocą elektroforezy na żelu agarozowym (patrz: rozdział 3.2.2.1). 
Produkt o oczekiwanej długości świadczył o tym, że bakterie z danej kolonii posiadają wektor ze wstawką. 
Kolonie, w których skład wchodziły bakterie z pobranym wektorem z klonowaną sekwencją, przeszczepiano 
na płynna pożywkę LB. Bakterie hodowano w 37°C przez 24 godziny z wytrząsaniem. Następnie z bakterii 
izolowano plazmid za pomocą zestawu Plasmid Mini Kit firmy Syngen zgodnie z zaleceniami producenta. 
W uzyskanym roztworze oznaczano stężenie plazmidu za pomocą spektrofotometru NanoDrop, 2000 
Spectrometer, Thermo Scientific, przy długości fali 595 nm. Przed dalszymi etapami plazmid 
sekwencjonowano, w celu sprawdzenia poprawności sekwencji wstawki. 
3.2.2.3 Wprowadzenie wstawki do wektora pMDC43 lub pRI909.TIMER.AttRI 2 
Sklonowane sekwencje pNtWAK2 i NtGRP znajdujące się w wektorze pENTR/D-TOPO zostały 
następnie wprowadzone do wektorów binarnych, których ekspresja może zachodzić nie tylko w bakteriach, 
ale także w roślinach. W celu wprowadzenia wstawki do wektora docelowego przeprowadzano reakcję 
enzymatyczną w obecności klonazy (GatewayTM LR Clonase, ThermoFisher Scientific). Wykonywano 
następującą mieszaninę opisaną w Tab. 16. 
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Tab. 16. Skład mieszaniny stosowanej w celu wprowadzenia wstawki do wektora docelowego.  
Objętości podane na jedną próbkę. 
Składnik mieszaniny Objętości [μl] 
wstawka 2 
wektor docelowy 2 
woda 8 
klonaza 2 
Tak przygotowany roztwór inkubowano przez godzinę w 25°C. Po upływie tego czasu dodawano  
1 µl proteinazy K (Invitrogen) i inkubowano 10 minut w 37°C. Tak przygotowaną mieszaniną 
transformowano bakterie zgodnie z procedurą opisaną w rozdziale 3.2.2.2. 
3.2.3 Transformacja roślin 
3.2.3.1 Transformacja bakterii A. tumefaciens 
Wyizolowany z bakterii E. coli wektor docelowy ze wstawką o zweryfikowanej poprawnej 
sekwencji wprowadzano do baterii A. tumefaciens metodą transformacji elektroporacyjnej. W sterylnej  
i schłodzonej kuwecie do elektroporacji umieszczano 50 µl wcześniej przygotowanej zawiesiny bakteryjnej. 
Do kuwety dodawano 2 µl roztworu plazmidu, po czym całość poddawano impulsowi elektrycznemu  
o parametrach: 200 , 25 F, 2,5 KV. Następnie do kuwety dodawano 700 µl płynnej pożywki YEP,  
po czym całość inkubowano z wytrząsaniem w 28°C przez dwie godziny. Po upływie tego czasu bakterie  
A. tumefaciens wysiewano na szalki z pożywką YEP z dodatkiem kanamycyny. Szalki umieszczano w 28°C 
do wzrostu bakterii (2-3 dni). Dalej postępowano zgodnie z procedurą opisaną w rozdziale 3.2.3.2. 
3.2.3.2 Transformacja przejściowa roślin tytoniu konstruktem 35S::NtGRP::GFP 
W celu określenia subkomórkowej lokalizacji białka NtGRP/CAB67122.1 wykonano transformację 
przejściową liści tytoniu konstruktem 35S::NtGRP::GFP. Bakterie A. tumefaciens zaszczepiano na noc  
do płynnej pożywki YEP. Następnie zawiesinę komórek wirowano przez 10 minut przy 1000 g.  
Po zwirowaniu pożywkę wylewano, a bakterie zawieszano w buforze do infiltracji (Tab. 17.), następnie 
wirowano przez 10 min w 3000 g. Etap wirownia w buforze powtarzano 3 razy. Bakterie na koniec 
wirowania zawieszano w 10 ml buforu do infiltracji i mierzono OD600. Celem było uzyskanie OD600=0,5.  
W razie potrzeby mieszaninę bakterii rozcieńczano buforem.  
Tab. 17. Skład buforu do infiltracji liści stosowanego do transformacji przejściowej liści roślin tytoniu. 
Składnik buforu Stężenie w buforze 
MES pH 5,6 50 mM 
Na3PO4  2 mM 
glukoza 0,5% 
acetosyringon 100 µM 
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Liście pięciotygodniowych roślin tytoniu infiltrowano zawiesiną bakteryjną za pomocą strzykawki 
(bez igły) od ich spodniej strony. Po upływie 1-4 dni fragmenty liści poddanych infiltracji wycinano  
i wykonywano preparaty mikroskopowe. 
3.2.3.3 Transformacja stabilna roślin tytoniu konstruktem pNtWAK2::DsRED 
W celu określenia lokalizacji ekspresji NtWAK2 w liściach tytoniu wykonano stabilną transformację 
roślin metodą krążków liściowych (Horsh i wsp. 1985) konstruktem pNtWAK2::DsRED, znajdującym się  
w wektorze pRI909.TIMER.AttRI 2. Bakterie A. tumefaciens posiadające wektor pRI909.TIMER.AttRI 2  
z sekwencją promotora NtWAK2, wysiewano na pożywkę TT zestaloną agarem (Tab. 4). Świeżo zerwane 
liście tytoniu typu dzikiego sterylizowano przez 20 minut w 1% roztworze podchlorynu sodu z dodatkiem 
kilku kropel Tween 20. Następnie płukano je pięciokrotnie w sterylnej wodzie. Z liści wycinano główne 
nerwy, cięto na fragmenty o powierzchni około 4 cm2, po czym umieszczano epidermą dolną do góry  
na szalkach Petriego ze świeżą pożywką TT, na które wcześniej wysiano bakterie A. tumefaciens.  
Tak przygotowane szalki zaklejano parafilmem i umieszczano w ciemności w temperaturze pokojowej na 3 
dni. Po upływie tego czasu fragmenty liści przekładano epidermą dolną do dołu na pożywkę TT z dodatkiem 
kanamycyny i biotaksymu. Fragmenty liści (eksplantaty), a później powstały kalus, przekładano na świeżą 
pożywkę TT nie rzadziej, niż co 2 tygodnie. Zregenerowane pędy roślin przekładano na pożywkę MS  
z dodatkiem kanamycyny i biotaksymu (patrz: rozdział 3.1.4). Kontynuowano wzrost, aż do momentu 
regeneracji korzeni i osiągnięcia przez nie długości umożliwiającej dalszy wzrost zregenerowanych roślin 
pokolenia T0 po ich przeniesieniu do gleby. Rośliny pokolenia T0 z wyraźnie wykształconymi korzeniami  
i pędem o długości ok. 13 cm przesadzano do doniczek ze sterylną ziemią. Każdą z roślin testowano  
na obecność transgenu za pomocą reakcji PCR. Matrycą było DNA wyizolowane z liści za pomocą zestawu 
firmy Syngen. Do przeprowadzania reakcji wykorzystywano startery przyłączające się do fragmentu 
plazmidu, kodującego białko reporterowe DsRED (Tab. 18.). 
Tab. 18. Sekwencje starterów stosowane do sprawdzenia obecności konstruktu pNtWAK2::DsRED w roślinach 
po stabilnej transformacji. 
Nazwa konstruktu Sekwencja starterów Długość produktu 
pNtWAK2::DsRED  P: TCTAGATGGTGGCTTCCTCCGA 
 L: ACTAGTCAGGAACAGGTGGTGG 
689 pz 
3.2.4 Hodowla roślin 
Rośliny w niniejszej pracy na wszystkich etapach były hodowane w następujących warunkach: 
temperatura - 26°C ± 2°C, wilgotność - powietrza 27% ± 2% fotoperiod - 16 godzin dnia/ 8 godzin nocy. 
Hodowla roślin odbywała się w komorach fitotronowych, poza glebowym wzrostem roślin z ekspresją 
pNtWAK2::DsRED z pokolenia T0, których hodowla odbywała się w szklarni. Schemat hodowli roślin jest 
umieszczony na Rys. 17. 
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3.2.4.1 Sterylizacja nasion 
Nasiona (ok. 100 sztuk) umieszczano w probówce, dolewano 1 ml 70% etanolu, po czym od razu 
go usuwano. Następnie nasiona zalewano ok. 1 ml 1,5% podchlorynu sodu. Po upływie trzech minut nasiona 
płukano sześciokrotnie sterylną wodą dejonizowaną i pozostawiano w wodzie do momentu wysiania 
(maksymalnie 2 godziny). 
3.2.4.2. Wysiewanie nasion 
Wysterylizowane nasiona wysiewano na szalki zawierające sterylną pożywkę ¼ Knopa (Tab. 1)  
z dodatkiem sacharozy i zestaloną agarem. Szczelnie zamknięte szalki z nasionami umieszczono w pozycji 
pionowej w fitotronie. Rośliny rosły na szalkach przez 3 tygodnie (Rys. 17., A). 
3.2.4.3. Hodowla w warunkach hydroponicznych 
Po upływie trzech tygodni rośliny przekładano z szalek, do plastikowych pudełek o objętości  
1300 ml (Rys. 17., B.). Wybierano rośliny o podobnej wielkości, nieuszkodzone i zdrowe. W razie potrzeby 
pudełka uzupełniano pożywką tak, aby nie dopuścić do wysuszenia korzeni. Po siedmiu dniach rośliny 
przekładano do pudełek o objętości 2200 ml ze świeżą pożywką. W jednym pudełku znajdowały się 64 
rośliny (Rys. 17., C.). Po kolejnych dwóch dniach rośliny przekładano do świeżej pożywki o objętości  
2000 ml po 10 roślin do każdego pudełka (Rys. 17., D.). Po upływie następnych dwóch dni rośliny ponownie 
przekładano do świeżej pożywki, tym razem umieszczając po 5 roślin w każdym pudełku (Rys. 17., E.). 
Przed rozpoczęciem inkubacji w roztworze cynku, rośliny rosły w tej samej pożywce przez 3 dni. 
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Rys. 17. Schemat hodowli roślin.
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3.2.4.4 Ekspozycja roślin na cynk 
W celu indukcji procesów prowadzących do powstania zależnych od wysokiego stężenia cynku 
nekroz z komórek akumulujących w obrębie blaszek liściowych, rośliny na ostatnim etapie wzrostu 
poddawano ekspozycji na Zn. Pięciotygodniowym roślinom (wzrost na szlakach przez 3 tygodnie + wzrost 
w warunkach hydroponicznych przez 2 tygodnie) wymieniano pożywkę na świeżą uzupełnioną roztworem 
cynku (ZnSO4, Sigma). Stosowano dwa stężenia Zn: 100 µM lub 200 µM, a czas ekspozycji na metal wynosił 
maksymalnie 4 dni, przy czym po dwóch dniach wymieniano pożywkę na świeżą, o tym samym składzie. 
Materiał do analiz, jeśli nie zaznaczono inaczej, zbierano w pierwszej, drugiej, trzeciej i czwartej dobie  
od początku ekspozycji na Zn; zbierano drugi liść licząc od dołu rośliny. 
3.2.4.5 Ekspozycja roślin na inhibitory tlenku azotu(II) 
W celu ustalenia potencjalnego udziału NO, a tym samym programowanej śmierci komórkowej,  
w procesach tworzenia się zależnych od wysokiego stężenia cynk nekroz, na ostatnim etapie wzrostu roślin 
do pożywki zawierającej cynk, dodawano inhibitory NO: 
 L-NAME (ang. Nω-nitro-L-arginine methyl ester hydrochloride), 
 cPTIO (ang. carboxy-2-phenyl-4,4,5,5-tetramethylimidazoline-1-oxyl). 
Pojawiające się tu określenie „inhibitory NO” jest uproszczonym terminem stosowanym dla 
nazwania dwóch powyższych związków. L-NAME jest bowiem inhibitorem syntazy tlenku azotu (ang. nitric 
oxide synthase, NOS), na skutek aktywności której powstaje w roślinach NO. cPTIO jest z kolei  
tzw. „wymiataczem NO” - związkiem, który nie wybiórczo usuwa NO z komórek. 
W doświadczeniach stosowano następujące stężenia inhibitorów: 
L-NAME: 
 0,5 mM, 
 1 mM; 
cPTIO: 
 0,1 mM, 
 0,2 mM, 
 0,5 mM, 
 1 mM. 
3.2.5 Barwienie w błękicie trypanu 
W celu określenia lokalizacji nekroz w obrębie całych blaszek liściowych stosowano barwienie 
błękitem trypanu. Barwnik ten wnika poprzez uszkodzone błony do wnętrza komórek i poprzez to, barwi 
wszystkie martwe obszary (Pogány i wsp. 2009). Całe, świeżo zerwane liście umieszczano na ok. 1 minutę 
w rozworze o temperaturze 70°C zawierającym: 1 część wody, 1 część kwasu mlekowego, 1 część glicerolu, 
1 część fenolu, 6 części etanolu oraz 0,067% (w/v) błękitu trypanu. Po zabarwieniu liście umieszczano  
na 24 godziny w roztworze wodzianu chloralu (CCl3CH(OH)2) o stężeniu 2,5 g/ml, po czym wykonywano 
zdjęcia wybarwionych na kolor niebieski obszarów nekrotycznych. Zabarwienie komórek świadczyło o tym, 
że ich błony komórkowe zostały uszkodzone i barwnik przedostał się do wnętrza komórki. 
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3.2.6 Analiza ekspresji genów 
W ramach niniejszych badań przeprowadzono w liściach tytoniu analizę ekspresji genów 
definiowanych w literaturze, jako „markery PCD” (Gan i Amasino 1997, Swidzinski i wsp. 2002)  
(patrz: rozdział 1.1.2), kodujących kinazy ścian komórkowej (WAKs/WAKLs) (patrz: rozdział 1.2.1)  
oraz kodujących białka bogate w glicynę (GRPs) (patrz: rozdział 1.2.2). 
RNA izolowano z liści stosując zestaw Plant RNA Mini Kit firmy Syngen zgodnie z instrukcją 
producenta. Stężenie RNA oznaczano za pomocą spektrofotometru typu NanoDrop przy długości fali  
595 nm, a jakość RNA sprawdzano elektroforetycznie zgodnie z procedurą opisaną w rozdziale 3.2.2.1. 
W celu usunięcia z roztworu RNA zanieczyszczeń DNA, przeprowadzono trawienie za pomocą 
enzymu – DNAzy (tzw. DNAzowanie). Przed rozpoczęciem reakcji doprowadzono wszystkie próby  
do takiej samej zawartości RNA - 5,5 μg w 20 μl. Następnie do każdej próby o składzie wymienionym  
w Tab. 19. dodawano 4 μl mieszaniny i inkubowano w 37°C. Po upływie godziny do każdej z prób dodawano 
2 μl buforu DNAse STOP, inkubowano 10 minut w 65°C, po czy schładzano na lodzie. Do przeprowadzenia 
DNAzowania używano odczynników firmy Fermentas. 
Tab. 19. Skład mieszaniny stosowanej do reakcji DNAzowania. Objętości podane na jedną próbkę. 
Składnik mieszaniny Objętości [μl] 
bufor 2 
DNaza 2 
W celu przepisania RNA na cDNA, przeprowadzano reakcje odwrotnej transkrypcji (ang. reverse 
transcription, RT). Do reakcji RT z każdej z prób pobierano tą samą ilość RNA (1 μg) i dopełniano wodą 
tak, aby końcowa objętość roztworu wynosiła 12 μl. Następnie do każdej z prób dodawano 3 μl mieszaniny 
I (Tab. 20.): OligoDT firmy Fermentas i wody (Tab. 20.), inkubowano przez 5 minut w 70°C. 
Tab. 20. Skład mieszaniny I stosowanej w reakcji odwrotnej transkrypcji. Objętości podane na jedną próbkę. 
Składnik mieszaniny Objętości [μl] 
oligoDT 1 
woda 2 
Następnie przygotowano roztwór składający się z buforu MuLVRT, dNTP i inhibitora RNAz (skład 
podany w Tab. 21.). Po upływie pięciominutowej inkubacji mieszaniny I z roztworem RNA w 70°C, do prób 
dodawano 6,5 μl mieszaniny II (Tab. 21.). Inkubację prowadzono przez 5 minut w 42°C. 
Tab. 21. Skład mieszaniny II stosowanej w reakcji odwrotnej transkrypcji. Objętości podane na jedną próbkę. 
Składnik mieszaniny Objętości [μl] 
M-MuLVRT bufor 4 
dNTP 10mM 2 
inhibitor RNAz 0,5 
50 
 
Do każdej dodawano próby 0,5 μl odwrotnej transkryptazy ReverAid M-MuLVRT. Inkubowano 
przez 60 minut w 42°C, a następnie przez 10 minut w 70°C. Po zakończonej inkubacji próby z cDNA 
schładzano na lodzie. Do przeprowadzenia reakcji odwrotnej transkrypcji stosowano odczynniki firmy 
Fermentas. 
Aby ustalić poziom ekspresji genów w badanych roślinach, przeprowadzono reakcje PCR- Real 
Time. Do wykonania reakcji używano termocyklera Light Cycyler® 480II, firmy ROCHE. Stosowano skład 
mieszaniny reakcyjnej opisany w Tab. 22. 
Tab. 22. Skład mieszaniny reakcjnej PCR stosowanej podczas analizy ekspresji genów. 
Składnik reakcji Objętość pobierana do reakcji [µl] 
SYBR 7,5 
starter P 0,45 
starter L 0,45 
woda 5,1 
matryca cDNA 1,5 
Genem referencyjnym był NtPP2A o stałym poziomie ekspresji w badanych warunkach. Jako 
matryce użyto uzyskanego wcześniej cDNA. Do reakcji wykorzystywano startery o sekwencjach 
przedstawionych w Tab. 23. Do badania ekspresji genów wykorzystywano od jednej, do trzech par starterów. 
Tab. 23. Sekwencje starterów stosowane do badań poziomu ekspresji genów. Podano numery akcesyjne genów 
(pogrubioną czcionką w nawiasie) lub numery scaffoldów, na których znaleziono badane geny  
(po ukośniku za nazwą genu). 
Nazwa genu (pogrubiona 
czcionka w nawiasie)/scaffoldu 
(po ukośniku) 
Sekwencja starterów 
Długość 
produktu 
NtPP2A 
(NM_001325282.1) 
 P: GCACATTCATTCAGTTTGAACC 
 L: GTAGCATATAAAGCAGTCAGC 
142 pz 
NtSIPK 
(NM_001326223.1) 
 P: GACGGACACGATGATGTC 
 L: GCACCTTTACCAATAGGC 
197 pz 
Ntrboh 
(AJ309006.1) 
 P: GGCAAGTCCAATGATGATG 
 L: CTGTCGAACCTTCCAGTAG 
263 pz 
NtBI-1 
(NM_001325559.1) 
 P: GGAACATTGGTGGCTTAC 
 L: GAAGCAACCAAAAGCCAC 
221 pz 
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NtBAK1/AWOK01572192.1 
 
 P: CACTTCAAACCTGCCTTG 
 L: CTCGTTCAAGAGACTATGG 
210 pz 
NtSAG12 
(XM_016599645.1) 
 P: GTGCCAGCGAACAGTGAGA 
 L: CAGCGTGGTTAAGCCAAG 
130 pz 
NtWAK2/AWOK01231171.1 
 
 P: GTACGCTTGTATACTGAC 
 L: GATATGGAACCGTAAGGT 
 
 P: CACCAATTCGTGTTCAGC 
 L: TTCTCCCTGACTCTCATCA 
 
 P: GCTTATTCTTACTCAAGTCAACC 
 L: GATAACCAATCCGATCCACGTTG 
 
143 pz 
 
 
201 pz 
 
 
150 pz 
NtWAK2/AWOK01382454.1  P: GTTACCCCAACCAGAGTTTG 
 L: GTGGTAGTGCTATTAGTGGTTG 
 
 P: CAGGGTTCGAGATCAAATG 
 L: GTGATTACAGCGTTGTCG 
 
 P: GGAGGACTATGGCTAGTGTCCC 
 L: GGATTGCCCTCATAACCTTTATC 
 
154 pz 
 
 
256 pz 
 
 
175 pz 
NtWAK2/AWOK01044925.1  P: CGCTTGTGTTCTAATACTGAC 
 L: TCAAGGGTTCCTATGAGGG 
 
 P: CTCGAAACCACACGGATG 
 L: CACAATGGGAACACTAGC 
 
 P: GCAATTGGCAATCTTACGTGCATTG 
 L: GTGCAGTTCTTTTCACATGAATTGGTG 
 
240 pz 
 
 
143 pz 
 
 
212 pz 
NtWAK2/AWOK01211282.1_1  P: GCAGCTAAATGCAGTAGTAA 
 L: GGAAGCTGACACTTATCCAG 
 
 P: GAGTAGTAAGGGAAGGAAGTC 
223 pz 
 
 
183 pz 
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 L: CATTCTCTTCATGATGTCCATG 
 
NtWAKL1/AWOK01440032.1  P: GACAATAGAGAGCACCAACC 
 L: CTCCATACCTCCAGTGTTG 
 
 P: CTTGAAAGAAGGCTCCTTG 
 L: TCATGATGAGCCCATGTG 
 
181 pz 
 
156 pz 
NtWAKL1/AWOK01250662.1 
 
 P: GTCAAGGCAGTAGAATCATCA 
 L: GAATCCCCGAGTTAGTGAAG 
 
 P: CAAATTTGCAGTGTCACTG 
 L: GCAGCACTCCAATACTTAAG 
 
258 pz 
 
 
168 pz 
NtWAK2/AWOK01146334.1  P: CATAATCAAGTTGCTCTGCT 
 L: CACAACCAGATCCTAAACC 
 
 P: GGTTTAGGAAGATCAAGTC 
 L: GATTACTTCTGAAATTGCGGC 
 
292 pz 
 
184 pz 
NtWAKL2/AWOK01211282.1_
2 
 
 P: CCACCTCTCAACCCAAC 
 L: CACCGGTTGTGAGGAATGTTG 
 
 P: CCAACGACAACACAAATAGC 
 L: CATGTACACCACTGGAGAG 
 
195 pz 
 
 
173 pz 
NtWAKL2/AWOK01166737.1 
 
 P: CTTTCCAACTTCCCTGTTTC 
 L: CACAACCAGATCCTAAGC 
 
 P: CTGTAGTAGCTCAAGGGAAG 
 L: CTGAATTCGAAGCGACTC 
 
270 pz 
 
 
186 pz 
NtWAKL2/AWOK01049347.1 
 
 P: CATTAGCCACCACTCAAAC 
 L: GTCATAGACCTTGATGCCG 
 
 P: GGTGAGACCCTTTGGATG 
 L: GAACTTGCAGTGTCTGTAG 
239 pz 
 
160 pz 
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NtWAKL2/AWOK01092744.1 
 
 P: GCTCTGCATTTTTCTTTCTG 
 L: CGAGCTACAATACTTGATATG 
 
 P: GTAAACAGTCGTACCTTGC 
 L: CTTCATAATCAGGAGGGAAGC 
 
320 pz 
 
 
132 pz 
NtWAKL8/AWOK01031348.1  P: CATTAACGGCGATGAGCC 
 L: CTCTGCATCTTTGACATAAG 
 
 P: CACATCTACCGTTGAAGAG 
 L: CAACTATTGTGCTTCCGTC 
 
121 pz 
 
 
353 pz 
NtWAKL2/AWOK01067002.1  P: GCTATGCTACCAAGAATTGC 
 L: CCCTGAACAATAGCATATGTG 
 
 P: CGGCTACAAATACAGTGAAC 
 L: CACACTTCATAACCGATTGC 
 
356 pz 
 
 
137 pz 
NtWAKL8/AWOK01032386.1 
 
 P: CATCAGTGTTAGCAAAGC 
 L: GGAACAGGTACGAAATTCAC 
 
 P: GTCTTTGGCTATGTCGACGAC 
 L: CCTGGCAAAGTGTTATC 
 
208 pz 
 
 
139 pz 
NtWAKL8/AWOK01031348.1  P: GTGCTACTTCTCCAACAAG 
 L: GTGAGTAATCAGTGGCGAC 
220 pz 
NtWAKL8/AWOK01228281.1 
 
 P: GCAGTACATTCCAATTTGG 
 L: GTTCATTGAAATATGGGATAC 
 
 P: GAGACTCAAGTTCCTCTC 
 L: CCTATTGCTGTTGATGTGGTTG 
 
250 pz 
 
 
110 pz 
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NtWAKL20/AWOK01014147.1 
 
 P: ACTTTCCAGCGCATTTTC 
 L: CAGTACTGAGTGGGTAAG 
 
 P: GTAGAGGAAGAGAGAATAATG 
 L: GCTTTTGCAGTAGAAATACTG 
 
121 pz 
 
 
194 pz 
NtWAKL20/AWOK01063952.1 
 
 P: CGTGACTATTATTGGAACC 
 L: CTTTCTTTATCTCCTTGAGAC 
 
 P: GGCCAAAGTAGGAAATGTG 
 L: GTAAATGATCATGTAGTGTTCCG 
 
 P: CTCCCGAGACGAAGATAG 
 L: GAGTTCATACAAGTCATTACCTG 
 
250 pz 
 
 
170 pz 
 
 
138 pz 
NtGRP 
(ADK22099.1) 
 P: TGGACAGGATGGGTCTGATAA 
 L: TGTGGAGGATAACCCTGAGGA 
171 pz 
NtGRP 
(AAY43976.1) 
 P: ACTTAGGGAACTGCTTGAAGA 
 L: CTAGCCACTCGAAATCATCGA 
113 pz 
NtGRP 
(XP_016499885.1) 
 P: CACTACTACGGACAATGCA 
 L: TACGGGGTATCCTCCAAATC 
119 pz 
NtGRP 
(CAB67122.1) 
 P: ACTTCCAACTCAATGAAATCG 
 L: TTGTGAGGCTGAACTTCAGTAA 
220 pz 
NtGRP 
(BAB16425.1) 
 P: ACTTCCAACCCAATGAAATTG 
 L: TTGTGAGGCTGAGCTTCAGT 
209 pz 
NtGRP 
(AAK57546.1) 
 P: CAACTATGCAGCAATGAAAT 
 L: TTGTGAGGCTGGGCTTCAGTG 
214 pz 
Reakcję PCR przeprowadzano wg. następującego programu:  
1. denaturacja wstępna 95°C, 30 s;  
2. amplifikacja (45 cykli):  
a. denaturacja 95°C, 10 s,  
b. przyłączenie starterów 10 s,  
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c. elongacja produktu 72°C;  
3. topnienie 65°C, 30 s,  
4. chłodzenie 40°C, 30 s. 
3.2.7 Analiza stężenia cynku w liściach 
W niniejszej pracy oznaczano stężenie cynku w liściach (drugim i trzecim licząc od dołu). Liście 
tytoniu zbierano po pierwszej, drugiej, trzeciej i czwartej dobie od początku ekspozycji roślin na 200 µM Zn 
w podłożu (patrz: rozdział 3.2.4), po czym suszono je w 55°C. Po wysuszaniu tkanki do stałej masy, 
poddawano ją mineralizacji. Do naczynek teflonowych odważano 0,25 g badanego materiału, po czym 
dolewano odpowiednią ilość kwasu 69% HNO3 firmy MERCK, obliczoną według zasady: na 5 części [g] 
tkanki - 9 części [ml] kwasu. Do mineralizacji używano mineralizatora mikrofalowego MILESTONE 
Microwave Laboratory System- ETHOS D. Naczynka teflonowe umieszczano zgodnie z instrukcją 
mineralizatora w kołnierzach, następnie na górę nakładano adapter, dysk i pokrywkę. Całość zakręcano 
kluczem pneumatycznym w statywie i włączano urządzenie. 
Po zakończeniu mineralizacji do każdego z naczynek dodawano 35% H2O2 zgodnie z zasadą:  
1 część [ml] H2O2 na 9 części [ml] HNO3. Po ostygnięciu prób przelewano je z naczynek teflonowych,  
do pojemników scyntylacyjnych i przechowywano w temperaturze 5°C do momentu oznaczeń, jednak nie 
dłużej niż przez 4 miesiące. 
Oznaczenia cynku (izotop 66Zn) wykonywano przy użyciu ICP-MS (ang. inductively coupled 
plasma - mass spectrometry) model Elan 9000, Perkin-Elmer Sciex, przy współpracy z grupą badawczą Pani 
prof. Ewy Bulskiej z Wydziału Chemii Uniwersytetu Warszawskiego. Jako roztwór kalibracyjny użyto SPS-
SW1 Batch 114 oraz SPS-SW2 Batch 127. Materiałem odniesienia był rozwór NIS1640A o znanym stężeniu 
cynku. Oznaczenia stężeń Zn wykonywano także przy zastosowaniu atomowej spektroskopii absorpcyjnej 
(ASA) przy użyciu iCE 3000 Series AA Spectrometer, Thermo Scientific. Materiałem referencyjnym 
stosowanym podczas analiz stężeń cynku był PVTL (ang. polish virginia tobacco leaves). Podobną 
metodykę do opisanej w rozdziale stosowano m.in. w pracach: Barabasz i wsp. (2016), Weremczuk i wsp. 
(2016). 
3.2.8 Analiza stężenia cynku w płynie apoplastycznym 
W celu ustalenia stężenia cynku w płynie apoplastycznym liści badanych roślin, używano metodę 
zaproponowaną przez Lohaus i wsp. (2000). Świeżo zerwane liście roślin rosnących w obecności 200 µM 
Zn w pożywce infiltrowano wodą dejonizowaną, po czym po 5 sztuk umieszczano ogonkami do dołu  
w strzykawce (bez tłoka). Strzykawki z liśćmi wkładano do probówek typu Falcon i wirowano przez 8 minut 
w 4°C przy 1000 g. Do uzyskanego płynu dodawano 69% HNO3 w stosunku 1:1 (v:v), po czym zostawiano 
na noc w temperaturze pokojowej. Następnego dnia mieszaninę rozcieńczano i wykonywano pomiary 
stężenia cynku przy użyciu ICP-MS zgodnie z opisem w rozdziale 3.2.7. 
Blaszki liściowe pozostałe po odwirowaniu płynu apoplastycznego suszono, a następnie 
mineralizowano i oznaczano w nich stężenie cynku zgodnie z opisem w rozdziale 3.2.7. 
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3.2.9 Analiza mikromacierzy cukrowych 
W celu określenia jakościowych i ilościowych różnic w zawartości poszczególnych frakcji pektyn 
w liściach, pomiędzy roślinami rosnącymi w obecności 200 µM Zn oraz roślinami kontrolnymi (optymalne 
stężenie cynku w pożywce) wykonano analizę mikromacierzy cukrowych (ang. polysaccharides microarray) 
(Moller i wsp. 2012). Pierwszym etapem było dokładne rozdrobnienie materiału - w tym celu zebrane liście 
(pozbawione głównych nerwów) ucierano w ciekłym azocie. Następnie do prób dodawano 70% etanol, 
dokładnie mieszano, po czym wirowano przez 10 minut. Po zwirowaniu usuwano pipetą alkohol, a do osadu 
dodawano mieszaninę chloroform:metanol 1:1 (v:v). Całość mieszano, po czym ponownie wirowano przez 
10 minut. Mieszaninę chloroform:metanol wylewano, a do osadu dodawano 99% aceton. Mieszano i suszono 
na powietrzu. W celu ekstrakcji pektyn do prób dodawano 1 ml 50 mM CDTA (ang. diamino-cyclo-hexane-
tetra-acetic acid) pH 7,5, po czym umieszczano w urządzeniu do lizy tkanek (TissueLyser II, Qiagen). Przez 
pierwsze 10 minut stosowano częstotliwość wytrząsania 27 Hz, następnie 10 Hz. Po upływie dwóch godzin 
próby wirowano, supernatant zbierano, a do pozostałego osadu dodawano 1 ml roztworu 4 M NaOH z 1% 
(v:v) NaBH4. Próby ponownie umieszczano w urządzeniu do lizy tkanek i wytrząsano je analogicznie jak  
w poprzednim etapie. Następnie próby wirowano, supernatant zbierano, a osad odrzucano. Zebrane roztwory 
nanoszono na membrany nitrocelulozowe za pomocą urządzenia Inkyet Microarrayer firmy Arrayjet.  
Na membranach wizualizowano immunologicznie poszczególne frakcje pektyn, stosując następujące 
przeciwciała pierwszorzędowe: LM7, LM18, LM19, LM20, LM8, LM5, LM9, LM6, LM13, LM16, LM12 
(www.plantprobes.net). Jako przeciwciało drugorzędowe stosowano szczurze przeciwciało sprzężone  
z fosfatazą alkaliczną. Membrany po przeprowadzaniu reakcji skanowano, a uzyskane obrazy 
konwertowano na dane liczbowe za pomocą programu Array-Pro Analyzer (Salmeán i wsp. 2018). 
Badania opisywane w rozdziale 3.2.9 były wykonywane przez mnie na Uniwersytecie w Newcastle 
w Wielkiej Brytanii, przy współpracy z grupą badawczą prof. Williama G.T. Willatsa. 
3.2.10 Analizy mikroskopowe 
Do wszystkich opisanych poniżej analiz mikroskopowych stosowano mikroskop konfokalny  
Nikon A1. Każdą z analiz wykonywano na drugim liściu, licząc od dołu badanej rośliny. 
3.2.10.1 Lokalizacja cynku 
Aby zlokalizować i porównać zawartość cynku w poszczególnych komórkach liścia, wykorzystano 
Zinpyr-1 - przenikający przez błony komórkowe barwnik fluorescencyjny, selektywnie wiążący jony Zn 
(Sinclar i wsp. 2007, Siemianowski i wsp. 2013). Wykonane ręcznie przekroje poprzeczne przez badane 
liście inkubowano w 20 µM roztworze Znipyr-1 (Cayman Chemical) w 0,9% NaCl przez 2 godziny. 
Następnie skrawki płukano w 0,9% NaCl, po czym umieszczano na szkiełkach mikroskopowych. Gotowe 
preparaty natychmiast oglądano pod mikroskopem konfokalnym. Stosowano światło wzbudzenia o długości 
fali 488 nm i detekcji o długości fali 515 nm. Wszystkie porównania wykonywano dla tych samych ustawień 
mikroskopu. 
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3.2.10.2 Lokalizacja tlenku azotu(II) 
Do określenia lokalizacji tlenku azotu(II) w blaszkach liściowych zastosowano barwnik 
fluorescencyjny DAF-2 DA (ang. 4,5-diamino-fluorescein diacetate) reagujący z NO w obecności tlenu 
emitując fluorescencję (Xu i wsp. 2010). Dzięki temu, iż barwnik ten przenika przez błony biologiczne,  
jest on szeroko rozpowszechnionym narzędziem wykrywania NO w materiale biologicznym (Kojima i wsp. 
1998). Wykonane odręcznie przekroje poprzeczne przez liście inkubowano w 10 µM roztworze DAF-2 DA 
w buforze TRIS-HCl (10 mM, pH 7,4) przez pół godziny. Po opłukaniu w buforze, z przekroi wykonywano 
preparaty mikroskopowe, które natychmiast oglądano pod mikroskopem konfokalnym. Kontrolę stanowiły 
preparaty wykonane z przekroi przez liście nieinkubowane w DAF-2 DA. Do obserwacji stosowano światło 
wzbudzenia o długości fali 488 nm i detekcji o długości fali 515 nm. Wszystkie porównania wykonywano 
dla tych samych ustawień mikroskopu. Odczynniki używane do określenia lokalizacji NO w blaszkach 
liściowych pochodziły z firmy Sigma. 
3.2.10.3 TUNEL 
W niniejszej pracy do określenia lokalizacji komórek, w których zaszła programowana śmierć 
komórkowa, wykorzystano metodę TUNEL (ang. terminal deoxynucleotide transferase dUTP nick  
end labelling) (Danon i wsp. 2004, Xu i wsp. 2010). Podczas przebiegu PCD w komórkach na skutek 
aktywności endonukleaz dochodzi do specyficznego cięcia DNA – powstają cząsteczki dUTP  
(ang. 2’-deoxyuridine 5’-triphosphate) (Reape i McCabe 2013). Wykrycie cząsteczek dUTP jest możliwe 
dzięki enzymowi TdT (ang. terminal deoxynucleotide transferase), używanego podczas procedury TUNEL. 
Do 3’-hydroksylowych końców dUTP, powstałych wskutek cięcia DNA, przyłączają się cząsteczki 
fluoresceiny i tym samym na poziomie pojedynczych komórek, wykrywane są miejsca, w których zaszły 
procesy PCD. 
Aby zastosować metodę TUNEL, zebrany materiał (fragmenty liści o powierzchni ok. 2 cm2 z roślin 
rosnących w obecności 200 µM Zn lub optymalnego stężenia Zn w podłożu) utrwalano w 4% 
formaldehydzie w PBS (ang. phosphate buffer saline), po czym odwadniano je we wzrastającym gradiencie 
etanolu. Odwodniony materiał zatapiano w wosku Steedmana (Norenburg i Barrett 1987), formowano 
bloczki i cięto na mikrotomie. Otrzymane przekroje poprzeczne przez liście umieszczano na szkiełkach 
mikroskopowych. Do badań wykorzystano zestaw DeadEndTM Fluorometric TUNEL System (Promega). 
Wszystkie etapy procedury wykonano zgodnie z instrukcją dołączoną przez producenta zestawu.  
W komórkach w których miała miejsce programowana śmierć komórkowa, zielone świecenie pochodzące 
od fluoresceiny specyficznie związanej z odcinkami DNA - dUTP, świadczyło o zajściu PCD. Pozytywną 
kontrolę reakcji TUNEL uzyskano, poprzez trawienie preparatów DNazą. Za pomocą DAPI  
(ang. 4,6-diamidno-2-phenylindole) wykonano uzupełniające barwienie jąder komórkowych (Govrin  
i Levine 2000, Rodŕiguez-Serrano i wsp. 2009, Xu i wsp. 2010). Jądra zabarwione DAPI na preparatach 
charakteryzowały się niebieskim świeceniem. Do obserwacji jąder TUNEL-pozytywnych stosowano światło 
wzbudzenia o długości fali 488 nm i detekcji o długości fali 515 nm; do obserwacji jąder zabarwionych 
DAPI stosowano światło wzbudzenia o długości fali 358 nm i detekcji o długości fali 461 nm. Wszystkie 
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odczynniki stosowane w opisanej powyżej procedurze poza zestawem DeadEndTM Fluorometric TUNEL 
System, pochodziły z firmy Sigma. 
3.2.10.4 Immunolokalizacja pektyn 
W celu określenia lokalizacji poszczególnych frakcji pektyn w obrębie blaszek liściowych, 
zastosowano metodę immunolokalizacji pektyn na przekrojach porzecznych przez liście. Przekroje przez 
liście roślin rosnących w obecności 200 µM Zn lub optymalnego stężenia Zn w podłożu wykonywano 
ręcznie, lub przy użyciu wibratomu Leica VT1000S. Uzyskane skrawki na początku inkubowano w 3% 
roztworze mleka krowiego, lub 5% roztworze BSA (ang. bovine serum albumin) w buforze TBST  
(ang. tris buffered saline tween) pH 7,5 (Tab. 24.). 
Tab. 24. Skład buforu TBST stosowanego przy immunolokalizacji pektyn. 
Składnik buforu Stężenie w buforze 
TRIS·HCl 20 mM 
NaCl 140 mM 
Tween 20 0,1% (v:v) 
Następnie do skrawków dodawano przeciwciała pierwszorzędowe, rozcieńczone dziesięciokrotnie. 
Stosowano następujące przeciwciała (www.plantprobes.net):  
 LM5 (wiążące (1-4)-β-D-galaktan),  
 LM16 (wiążące ramnogalakturonan I),  
 LM18 (wiążące pektyny częściowo zestryfikowane),  
 LM19 (wiążące pektyny niezestryfikowane),  
 LM20 (wiążące pektyny wysokozestryfikowane). 
Inkubacja z przeciwciałami pierwszorzędowymi trwała 2 godziny. Po upływie tego czasu skrawki 
płukano w trzykrotnie buforze TBST. Następnie inkubowano je w roztworze 3% roztworze mleka krowiego, 
lub 5% roztworze BSA w TBST z dodatkiem rozcieńczonych 1000 krotnie przeciwciał drugorzędowych 
anti-rat AlexaFluor488 firmy ThermoFisher Scientific. Po upływie dwóch godzin skrawki płukano 
trzykrotnie w buforze TBST i sporządzano preparaty mikroskopowe, które oglądano tego samego dnia.  
Do obserwacji stosowano światło wzbudzenia o długości fali 488 nm i detekcji o długości fali 515 nm. 
3.2.10.5 Lokalizacja NtWAK2 
W celu lokalizacji NtWAK2 w liściach tytoniu wykonano stabilną transformację roślin konstruktem 
pNtWAK2::DsRED. Niestety ze względu na ograniczoną ilość czasu podczas badań udało się wyprowadzić 
jedynie rośliny transformowane pokolenia T0. Z liści roślin z hodowli glebowej wykonano poprzeczne 
przekroje. Fragmenty liści oglądano przy użyciu mikroskopu fluorescencyjnego OPTA-TECH LAB40. 
Stosowano światło wzbudzenia o długości fali 645 nm i detekcji o długości fali 675 nm. Kontrolę stanowiły 
preparaty wykonane z liści roślin typu dzikiego.  
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3.2.10.6 Lokalizacji NtGRP/CAB67122.1 
Ze zinfiltrowanych uprzednio liści tytoniu (patrz: rozdział 3.2.3.2) wycinano fragmenty  
o powierzchni ok. 2 cm2. Fragmenty liści inkubowano przez ok. 20 minut w 50 µM wodnym roztworze 
jodku propidyny, w celu wizualizacji ścian komórkowych. Następnie w fragmentów zrywano epidermę  
i wykonywano preparaty mikroskopowe. Obserwacje wykonywano w przypadku jodku propidyny przy 
zastosowaniu światła wzbudzenia o długości fali 645 nm i detekcji o długości fali 675 nm; a w przypadku 
GFP przy zastosowaniu światła wzbudzenia o długości fali 488 nm i detekcji o długości fali 515 nm. 
Kontrolę stanowiły preparaty wykonane z nieinfiltrowanych liści. 
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4. Wyniki 
Nieznane są molekularne i fizjologiczne mechanizmy powstawania zależnych od wysokiego 
stężenia cynku nekroz w obrębie liści tytoniu. Pierwszym etapem niniejszych badań, mających na celu 
określenie mechanizmów formowania się nekroz z komórek akumulujących Zn, było ustalenie warunków 
hodowli roślin, w których dochodziłoby do formowania się nekroz. W oparciu o doświadczenia wstępne 
prowadzone w ramach niniejszej pracy, ustalono schemat hodowli roślin przedstawiony na Rys. 17.  
Przy zastosowaniu tego schematu, nekrozy zaczynają być widoczne na liściach w trzeciej lub czwartej dobie 
od początku ekspozycji roślin na 200 µM Zn. Natomiast począwszy od drugiej doby widać nierównomierne 
gromadzenie się tego metalu w komórkach mezofilu. Wykazano obecność wysokiego stężenia Zn w grupach 
komórek akumulujących, podczas gdy w obszarach sąsiadujących, ilość metalu pozostawała na niskim 
poziomie. Biorąc pod uwagę to, że nekrozy powstają stopniowo z zamierających komórek akumulujących 
(Siemianowski i wsp. 2013), można przypuszczać, że inicjacja powstawania nekroz ma miejsce w drugiej 
dobie od początku ekspozycji roślin na Zn i polega na załadunku dużych ilości metalu jedynie do grup 
komórek, a nie do wszystkich komórek mezofilu równomiernie. 
Przy zastosowaniu przedstawionego na Rys. 17. schematu hodowli, badane rośliny w momencie 
podawania wysokiego stężenia cynku, mają po pięć liści. Doświadczenia prowadzące do wypracowania 
powyższego schematu wykazały, że nekrozy formują się najintensywniej na liściu drugim licząc od dołu 
rośliny, dlatego ten liść był zbierany do większości badań. 
4.1 Analiza lokalizacji nekroz 
Celem początkowego etapu badań było ustalenie, czy zależne od wysokiego stężenia cynku nekrozy 
powstają w losowych miejscach na liściu, czy też może ich miejsca formowania się są powtarzalne. W celu 
określenia lokalizacji nekroz w obrębie całych blaszek liściowych, wykonano barwienie za pomocą błękitu 
trypanu (metodologia dotycząca barwienia znajduje się w rozdziale 3.2.5). Na Rys. 18. w panelu A i D 
pokazano przykładowe, reprezentatywne liście po barwieniu, ciemnoniebieskie obszary na liściach wskazują 
martwe komórki. Do barwienia wykorzystywano liście z roślin rosnących w trzech niezależnych hodowlach. 
Wyniki barwienia wskazują, że martwe obszary powstają w okolicach wiązek przewodzących. 
Zaobserwowano, iż najwięcej nekroz tworzy się na zakończeniach nerwów (części liścia, wewnątrz których 
biegnie wiązka przewodząca), w areolach; ale nekrozy powstają także nie na zakończeniach nerwów.  
Nie stwierdzono, aby nekrozy powstawały zawsze przy tych samych głównych lub drugo czy 
trzeciorzędowych nerwach. 
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Rys. 18. Liście (drugie, licząc od dołu) sześciotygodniowych roślin tytoniu rosnących na pożywce ¼ Knopa w obecności 200 µM Zn (A, B, C) oraz 0,5 µM Zn (D, E, F); 
barwione w błękicie trypanu (A, D). Białe strzałki wskazują przykładowe obszary nekrotyczne. 
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4.2 Udział programowanej śmierci komórkowej w procesach tworzenia się 
nekroz 
Celem prowadzonych badań była weryfikacja hipotezy zgodnie z którą, zależne od wysokiego 
stężenia cynku nekrozy powstające w obrębie blaszek liści tytoniu, tworzą się na drodze programowanej 
śmierci komórkowej. Aby zweryfikować powyższą hipotezę, wykonano: 
 analizy, określające rolę tlenku azotu(II) (cząsteczki sygnałowej w PCD) w procesach 
tworzenia się nekroz; 
 badania udziału charakterystycznych elementów PCD w mechanizmach formowania się 
nekroz: 
o ekspresja genów „markerów PCD”,  
o reakcja TUNEL: lokalizacja specyficznie ciętych podczas PCD fragmentów DNA. 
4.2.1 Wpływ inhibitorów tlenku azotu(II) na tworzenie się nekroz 
Aby określić udział tlenku azotu(II) (a tym samym programowanej śmierci komórkowej)  
w procesach tworzenia się nekroz, pięciotygodniowe rośliny tytoniu poddano ekspozycji na wysokie 
stężenie cynku w podłożu wraz z inhibitorami NO. W oddzielnych doświadczeniach stosowano L-NAME  
i cPTIO (patrz: rozdział 3.2.4.5). Zastosowanie dwóch związków wynikało z odmiennego sposobu ich 
działania w komórkach roślin. L-NAME jest bowiem inhibitorem syntazy tlenku azotu (ang. nitric oxide 
synthase, NOS), na skutek aktywności której powstaje w roślinach NO. cPTIO jest z kolei  
tzw. „wymiataczem NO” - związkiem, który usuwa NO z komórek niezależnie od drogi jego powstawania.  
Podanie do pożywki L-NAME wraz z wysokim stężeniem cynku spowodowało opóźnienie 
powstawania nekroz w obrębie blaszek liściowych (Rys. 19.). Nie zaobserwowano, aby podanie L-NAME 
do pożywki kontrolnej działało negatywnie na wzrost i rozwój roślin. Efekt opóźnienia powstawania nekroz 
był zauważalny przy obu stosowanych w doświadczeniach stężeniach L-NAME: 0,5 mM i 1 mM. 
Doświadczenia z L-NAME powtarzano: dla stężenia 0,5 mM czterokrotnie, dla stężenia 1 mM dwukrotnie. 
Podanie roślinom cPTIO wraz z wysokim stężeniem Zn spowodowało przyspieszenie pojawiania 
się nekroz (Rys. 20.). Efekt ten był szczególnie widoczny przy zastosowanych stężeniach cPTIO: 0,5 mM  
i 1 mM. Sam „wymiatacz NO” podany do pożywki kontrolnej nie wpłynął negatywnie na wzrost roślin  
w przypadku wszystkich stosowanych stężeń (Rys. 20.). 
Reasumując, w wyniku poddania roślin ekspozycji na L-NAME wraz z wysokim stężeniem cynku, 
stwierdzono opóźnienie formowania się nekroz. Z kolei podanie cPTIO do pożywki spowodowało 
przyspieszenie tworzenia się martwych obszarów w obrębie liści. Biorąc pod uwagę funkcję tlenku azotu(II), 
jako cząsteczki sygnałowej w PCD, oczekiwano, że obniżenie poziomu NO na skutek działania inhibitorów, 
spowoduje opóźnienie powstawania nekroz, a tym samym będzie wskazywało, że nekrozy mogę powstawać 
na drodze PCD. 
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Rys. 19. Liście (drugie, licząc od dołu) sześciotygodniowych roślin tytoniu rosnących na pożywce ¼ Knopa przez ostatnie cztery dni hodowli w obecności L-NAME (1 mM)  
z dodatkiem lub bez 200 µM Zn. Strzałki wskazują nekrozy powstałe na skutek toksycznego działania cynku. 
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Rys. 20. Liście (drugie, licząc od dołu) sześciotygodniowych roślin tytoniu rosnących na pożywce ¼ Knopa  
przez ostatnie cztery dni hodowli w obecności cPTIO (0,2; 0,5; 1 mM) z dodatkiem lub bez 200 µM Zn.  
Strzałki wskazują nekrozy powstałe na skutek toksycznego działania cynku. 
Procesy formowania się nekroz są zależne od stężenia cynku w liściu/apoplaście. Aby sprawdzić, 
czy odmienne rezultaty uzyskane dla doświadczeń z L-NAME i cPTIO wynikają ze spowodowanych 
działaniem związków zmian w stężeniu cynku w liściu/apoplaście badanych roślin (w porównaniu  
z roślinami rosnącymi tylko w obecności 200 µM Zn), na kolejnym etapie postanowiono przeanalizować 
stężenie Zn w wyżej wymienionych. 
4.2.1.1 Analiza stężenia cynku w liściach i płynie apoplastycznym 
Ze względu na przesłanki wskazujące, iż zmiany w czasie i intensywności pojawiania się nekroz 
obserwowane po podaniu L-NAME i cPTIO mogą być spowodowane wpływem inhibitorów NO na stężenie 
Zn w roślinie, wykonano pomiar stężenia metalu w całych blaszkach liściowych oraz płynie apoplastycznym 
liści badanych roślin. 
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Wyniki pomiarów stężenia cynku w blaszkach liściowych po podaniu do pożywki L-NAME 
przedstawiono na Rys. 21. Pomiary wykonano dla liścia drugiego (Rys. 21., A, B) i trzeciego (Rys. 21.,  
C, D) licząc od dołu rośliny. Wykazano, że w roślinach rosnących w obecności L-NAME (zarówno  
w obecności 0,5 mM, jak i 1 mM) i 200 µM Zn, stężenie cynku w pierwszej dobie od początku ekspozycji 
jest niższe, niż w roślinach rosnących przy takim samym stężeniu Zn, ale bez inhibitora. W dwóch kolejnych 
dobach nie zaobserwowano różnic pomiędzy wyżej wymienionymi roślinami, podczas gdy w ostatniej, 
czwartej dobie stężenie cynku w roślinach rosnących w obecności L-NAME wzrosło w stosunku do stężenia 
Zn w roślinach rosnących w obecności 200 µM (Rys. 21., B, D). Biorąc pod uwagę, iż indukcja powstawania 
nekroz ma miejsce w drugiej dobie, obserwowany w drugiej dobie brak różnic w stężeniu cynku pomiędzy 
roślinami rosnącymi w obecności L-NAME + 200 µM Zn oraz w obecności tylko 200 µM Zn wskazuje,  
że L-NAME nie wpływa na opóźnienie powstawania nekroz poprzez zmiany w stężeniu Zn w liściach 
badanych roślin. 
W przypadku roślin rosnących na pożywce kontrolnej, podanie L-NAME spowodowało spadek 
stężenia cynku w liściach (Rys. 21., A, C) niezaburzający jednak prawidłowych procesów wzrostu roślin 
(Rys. 19.). 
Przedstawione na Rys. 21. stężenie cynku jest reprezentatywnym wynikiem uzyskanym  
na podstawie pomiarów wykonanych dla liści roślin z czterech niezależnych hodowli. Stężenie cynku 
oznaczano oddzielnie w każdym liściu, następnie wyliczano średnie. Dla każdego wariantu traktowania 
wykonywano pomiary w minimum 5 liściach. 
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Rys. 21. Stężenie cynku w liściach sześciotygodniowych roślin tytoniu rosnących na pożywce ¼ Knopa przez 
ostatnie 4 dni w obecności 200 µM Zn, lub 200 µM Zn+0,5 mM L-NAME, lub 200 µM Zn+1 mM L-NAME  
(B, D). Panele A, C przedstawiają wyniki uzyskane dla roślin rosnących na pożywce kontrolnej bez, 
 lub w obecności L-NAME. Wykresy pokazują stężenie cynku w liściu drugim (A, B) lub trzecim (C, D)  
licząc od dołu rośliny. Rożnice istotne statystycznie (P≤0,05) oznaczono nad słupkami różnymi literami. 
W pracy Siemianowski i wsp. (2013) postawiono hipotezę, iż sygnał inicjujący powstawanie nekroz 
w obrębie blaszek liściowych, jest generowany stężeniem cynku w apoplaście. Aby sprawdzić,  
czy obserwowane opóźnienie powstawania nekroz po podaniu L-NAME do pożywki nie jest spowodowane 
obniżeniem zawartości cynku w apoplaście, wykonano pomiar stężenia Zn w płynie apoplastycznym liści 
badanych roślin. Pomiary wykonano w płynie apoplastycznym liści z dwóch niezależnych hodowli. 
Nie wykazano różnic w stężeniu cynku w płynie apoplastycznym uzyskanym z liści roślin 
rosnących w warunkach kontrolnych z, lub bez obecności L-NAME (Rys. 22., A). W przypadku roślin 
rosnących w obecności 200 µM Zn w pożywce, stężenie cynku pomiędzy roślinami rosnącymi w obecności 
i bez L-NAME w drugiej dobie od początku ekspozycji, było na porównywalnym poziomie (Rys. 22., B); 
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jednak w czwartej dobie od początku ekspozycji, stężenie Zn w płynie apoplastowym liści roślin rosnących 
w obecności 200 µM Zn i L-NAME było wyższe, w porównaniu z roślinami rosnącymi bez inhibitora NO 
(Rys. 22., B). 
 
Rys. 22. Stężenie cynku w płynie apoplastycznym liści (drugich, licząc od dołu) sześciotygodniowych roślin 
tytoniu rosnących na pożywce ¼ Knopa, a przez ostatnie 4 dni poddawanych ekspozycji na 200 µM Zn,  
lub 200 µM Zn+1 mM L-NAME (B). Panel (A) przedstawia wyniki uzyskane dla roślin rosnących  
na pożywce kontrolnej bez, lub w obecności 1 mM L-NAME. Rożnice istotne statystycznie (P≤0,05) oznaczono 
nad słupkami różnymi literami. 
W oparciu o założenie, że przyspieszenie pojawiania się nekroz obserwowane po podaniu cPTIO 
może być spowodowane tym, że w obecności inhibitora NO rośnie stężenie cynku w liściach, wykonano 
pomiar stężenia Zn w całych blaszkach liściowych roślin rosnących w obecności cPTIO. 
Przeprowadzone analizy pokazały, że w przypadku roślin rosnących na pożywce kontrolnej, 
podanie cPTIO nie wpłynęło na zmianę stężenia cynku w liściach w drugiej dobie od początku ekspozycji; 
zaś w czwartej dobie obserwowano niewielki wzrost stężenia Zn w roślinach rosnących w obecności cPTIO 
(Rys. 23., A). W roślinach rosnących w obecności 200 µM Zn w pożywce, stwierdzono wzrost stężenia 
cynku w liściach roślin w drugiej dobie od początku ekspozycji na cPTIO (największy dla cPTIO 0,5 mM); 
natomiast w czwartej dobie odnotowano brak różnic w stężeniu Zn w badanych roślinach, z wyłączenie 
roślin rosnących w obecności 0,5 mM cPTIO – w przypadku tych roślin stężenie cynku w liściach wzrosło, 
w porównaniu z roślinami rosnącymi bez inhibitora NO (Rys. 23., B). 
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Rys. 23. Stężenie cynku w liściach sześciotygodniowych roślin tytoniu rosnących na pożywce ¼ Knopa  
przez ostatnie 4 dni poddawanych ekspozycji na 200 µM Zn, lub 200 µM Zn+cPTIO 0,2 mM,  
lub 200 µM Zn+0,5 mM cPTIO, lub 200 µM Zn+1 mM cPTIO (B, D). Panel A przedstawia wyniki uzyskane 
 dla roślin rosnących na pożywce kontrolnej bez, lub z dodatkiem cPTIO. Wykresy pokazują stężenie cynku  
w drugim liściu licząc od dołu rośliny. Rożnice istotne statystycznie (P≤0,05) oznaczono nad słupkami  
różnymi literami. 
Podsumowując, podanie L-NAME do pożywki wraz z wysokim stężeniem cynku spowodowało 
opóźnienie powstawania nekroz (Rys. 19.). Na podstawie pomiarów stężeń cynku w całych blaszkach 
liściowych (Rys. 21.) i w płynie apoplastycznym (Rys. 22.) wykazano, że L-NAME nie wpływa na stężenie 
cynku w wyżej wymienionych. Można więc wnioskować, że opóźnienie powstawania nekroz nie jest 
spowodowane obniżeniem stężenia Zn w liściu, a także w apoplaście liści badanych roślin. Tym samym 
można postawić tezę, że to spadek zawartości NO (na skutek działania L-NAME) w badanych roślinach,  
był jednym z czynników warunkujących opóźnienie powstawania nekroz. Mając na uwadze funkcję NO, 
jako cząsteczki sygnałowej w PCD, można też założyć, że nekrozy mogą powstawać na drodze 
programowanej śmierci komórkowej. 
Poddanie roślin ekspozycji na wysokie stężenie Zn wraz z cPTIO (drugim stosowanym inhibitorem 
NO) przyśpieszyło i zintensyfikowało powstawanie nekroz (Rys. 20.). Na podstawie pomiarów stężenia 
cynku w blaszkach liściowych wynika, że podanie cPTIO do pożywki, spowodowało wzrost stężenia cynku 
w liściach (Rys. 23.). Można zatem przypuszczać, że przyspieszenie powstawania nekroz na skutek działania 
cPTIO, było spowodowane wzrostem stężenia cynku w liściach.  
Należy pamiętać, że L-NAME i cPTIO mają zupełnie inny mechanizm działania. Być może to NO 
powstający na drodze aktywności enzymu NOS (który blokuje L-NAME), jest kluczowy w procesach 
powstawania nekroz. Aby to sprawdzić, na kolejnym etapie badań wykonano analizę lokalizacji NO  
na poziomie komórkowym i tkankowym w liściach roślin rosnących w obecności L-NAME. 
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4.2.2 Lokalizacja cynku i tlenku azotu(II) na przekrojach poprzecznych  
przez liście 
Aby określić, czy NO jest zaangażowany w procesy powstawania nekroz, wykonano analizę 
lokalizacji tlenku azotu(II) i cynku na przekrojach poprzecznych przez liście. Do określenia miejsc 
akumulacji NO w tkankach liści użyto fluorofor DAF-2 DA, natomiast do określenia lokalizacji Zn Zinpyr-
1 (patrz: rozdziały 3.2.10.1 i 3.2.10.2). Oczekiwano, że wzór lokalizacji wysokich zawartość tlenku azotu(II) 
w komórkach, będzie taki sam, jak wzór lokalizacji wysokich zawartości cynku w komórkach mezofilu 
(wysokie stężenie w grupach komórek akumulujących, z których powstają obszary pre-nekrotyczne,  
a z czasem nekrozy). Testowano rośliny rosnące na pożywce zawierającej 200 µM w obecności, lub bez  
1 µM L-NAME. Podanie roślinom rosnącym w obecności 200 µM Zn, L-NAME powoduje opóźnienie 
powstawania nekroz (Rys. 24.). Oczekiwano zatem, że w przypadku roślin rosnących w obecności L-NAME 
na przekrojach poprzecznych przez liście będzie można zaobserwować opóźnienie w akumulacji cynku  
i NO w komórkach akumulujących, a następnie w nekrozach. 
Na Rys. 24. przedstawiono uzyskane reprezentatywne wyniki. Zielona fluorescencja na przekrojach 
poprzecznych przez liście świadczy: (i) w panelu A o obecności cynku, (ii) w panelu B o obecności tlenku 
azotu(II). 
W pierwszych dwóch dobach od początku ekspozycji roślin na 200 µM Zn w pożywce, cynk 
lokalizował się równomiernie we wszystkich komórkach liścia (Rys. 24., A1). W trzeciej i czwartej dobie 
Zn zaczął gromadzić się w grupach komórek miękiszu palisadowego (Rys. 24., A2-A3). W przypadku roślin 
rosnących w obecności 200 µM Zn + L-NAME obserwowano podobne zmiany do tych, które zaszły u roślin 
rosnących w obecności wysokiego stężenia Zn, ale bez inhibitora NO (Rys. 24., A5-A8). Na przekrojach 
poprzecznych roślin rosnących w warunkach kontrolnych pokazano, że dystrybucja metalu w komórkach 
liścia była dosyć równomierna; mocniejsze zielone świecenie fluoroforu Zinpyr-1 obserwowano jedynie  
w wiązkach przewodzących (Rys. 24., A9-A10). Podobną sytuację obserwowano na przekrojach przez liście 
roślin rosnących na pożywce kontrolnej z dodatkiem L-NAME (Rys. 24., A11-A12). 
Na podstawie powyższych wyników można wnioskować, że ekspozycja roślin na L-NAME  
nie wpłynęła na procesy formowania się komórek akumulujących, a następnie nekroz. 
Na panelu B Rys. 24. przedstawiono wyniki lokalizacji NO na przekrojach poprzecznych przez 
liście badanych roślin. Pokazano, że w roślinach poddanych ekspozycji na wysokie stężenie Zn w pożywce, 
tlenek azotu(II) w pierwszych dobach od początku podania cynku, lokalizował się równomiernie  
w komórkach liścia (Rys. 24., B1). Następnie, wraz z upływem czasu, NO zaczął gromadzić się w obrębie 
grup komórek miękiszu (Rys. 24., B2-B3). W czwartej dobie od początku ekspozycji na Zn, tlenek azotu(II) 
akumulował się stopniowo w zamierających komórkach (Rys. 24., B4). Należy zaznaczyć, wzór akumulacji 
NO w liściach (obecność podwyższonego stężenia NO w grupach komórek), przypomina wzór akumulacji 
wysokiego stężenia cynku (także w grupach komórek mezofilu). Wynik ten wskazuje, że NO jest 
najprawdopodobniej zaangażowany w procesy powstawania nekroz z komórek akumulujących. Biorąc pod 
uwagę rolę NO, jako cząsteczki sygnałowej podczas procesów PCD można przypuszczać, że w powstawanie 
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nekroz na blaszkach liściowych tytoniu rosnącego w obecności wysokiego poziomu Zn w pożywce, 
zaangażowane są procesy programowanej śmierci komórkowej (a nie jest to przykład śmierci nekrotycznej). 
Fotografie B5-B7 przedstawiają lokalizację NO na przekrojach przez liście roślin rosnących  
w obecności 200 µM Zn i L-NAME (Rys. 24.). Widać, iż w pierwszych dwóch dobach od początku 
ekspozycji, tlenek azotu(II) rozkładał się równomiernie w liściu (Rys. 24., B5). W kolejnych dobach 
obserwowano, że NO lokalizował się w grupach komórek miękiszu (Rys. 24., B6), a następnie  
w zamierających komórkach (Rys. 24., B7). Ponownie trzeba zaznaczyć, że wzór lokalizacji tlenku azotu(II) 
w komórkach liści roślin rosnących w obecności 200 µM Zn i L-NAME w pożywce, jest taki sam, jak wzór 
lokalizacji wysokiego stężenia Zn w komórkach mezofilu tych roślin. Na przekrojach poprzecznych roślin 
rosnących na pożywce kontrolnej, pokazano że dystrybucja NO w komórkach liścia jest równomierna  
(Rys. 24., B8-B9). Obecność L-NAME w pożywce kontrolnej, nie powodowała zmian w dystrybucji tlenku 
azotu(II) w liściu, w porównaniu z pożywką kontrolną bez inhibitora (Rys. 24., B10-B11). 
Na Rys. 24. zamieszczone są reprezentatywne zdjęcia uzyskane z roślin rosnących w trzech 
niezależnych hodowlach. 
72 
 
 
doba 1-2 doba 3-4 doba 1-2 doba 3-4 
lokalizacja Zn lokalizacja NO 
Z
n
 2
0
0
 µ
M
 
      
 
 
Z
n
 2
0
0
 µ
M
 +
  
L
-N
A
M
E
 
      
k
o
n
tr
o
la
+
 
L
-N
A
M
E
 
    
k
o
n
tr
o
la
 
    
au
to
fl
u
o
re
sc
en
jc
a 
 
 
 
 
Rys. 24. Wizualizacja obecności cynku (indykator Zn, Zinpyr-1) (panel A) oraz obecności NO (indykator NO DAF-2 DA) (panel B) na przekrojach poprzecznych  
przez liście sześciotygodniowych roślin tytoniu rosnących na pożywce ¼ Knopa w obecności 1 mM L-NAME z dodatkiem, lub bez dodatku 200 µM Zn. 
A5 A8 
A9 A10 
A11 A12 
A13 
B4 
B5 B7 
B8 B9 
B10 B11 
B12 
B1 B2 A1 A2 A3 A4 
A7 
B3 
B6 
B13 A14 
A6 
A14 
73 
 
Podsumowując, w wyniku badań lokalizacji cynku i tlenku azotu(II) wykazano, że wzór dystrybucji 
Zn i NO na przekrojach poprzecznych przez liście badanych roślin jest taki sam (Rys. 24.). Wynik ten 
wskazuje, iż tlenek azotu(II) jest najprawdopodobniej zaangażowany w mechanizmy tworzenia się 
zależnych od wysokiego stężenia nekroz z komórek akumulujących. Biorąc pod uwagę funkcję NO, jako 
cząsteczki sygnałowej w PCD, można przypuszczać, że opisywane nekrozy powstają na drodze 
programowanej śmierci komórkowej. 
4.2.3 TUNEL 
Kolejne badanie, którego wyniki przyczynią się do ustalenia, czy procesy formowania się nekroz 
na liściach tytoniu w obecności wysokiego stężenia Zn są zaangażowane mechanizmy PCD, to analiza 
TUNEL (patrz: rozdział 3.2.10.3). Za pomocą powyższej metody stwierdzono na przekrojach przez liście 
roślin rosnących w obecności 200 µM Zn w pożywce obecność jąder komórkowych, w których doszło  
do charakterystycznego dla programowanej śmierci komórkowej cięcia DNA (powstają cząsteczki dUTP) 
(Rys. 25., B.). Zielona fluorescencja na zdjęciu pochodzi od fluoresceiny specyficznie związanej  
z cząsteczkami dUTP. Jąder PCD-pozytywnych nie wykazano na przekrojach poprzecznych przez liście 
roślin rosnących na pożywce kontrolnej (Rys. 25., A.). Kontrola pozytywna (preparat trawiony uprzednio 
DNAzą) wykazała skuteczność stosowanej metody (Rys. 25., C). Analizy z wykorzystaniem metody 
TUNEL wykonano trzykrotnie na liściach roślin z trzech niezależnych hodowli. Na Rys. 25. przedstawiono 
reprezentatywne fotografie z przeprowadzonych doświadczeń. 
Na podstawie przeprowadzonej analizy TUNEL można wnioskować, że podczas ekspozycji roślin 
tytoniu na wysokie stężenie cynku w pożywce, w liściach badanych roślin dochodzi do uruchomienia 
procesów programowanej śmierci komórkowej. Procesy te mogą być przyczyną powstania obszarów 
martwych komórek w obrębie blaszek liściowych. 
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A. kontrola B. Zn 200 µM 
C. kontrola pozytywna  
(trawione DNAzą) 
 
 
 
Rys. 25. Przekroje przez liście (drugie, licząc od dołu) sześciotygodniowych roślin tytoniu rosnących na pożywce ¼ Knopa przez ostatnie 4 dni w obecności 200 µM Zn 
(panel B) lub w warunkach kontrolnych (0,5 µM Zn) (panel A), na których przeprowadzono analizę TUNEL. Panel C przedstawia zdjęcie preparatu trawionego DNAzą – 
kontrola pozytywna. Jasno zielone zabarwienie jąder komórkowych świadczy o zajściu procesów programowanej śmierci komórkowej (wiązaniu się fluoresceiny  
do cząsteczek dUTP). Niebieskie zabarwienie jąder pochodzi od uzupełniajacego barwienia DAPI. Strzałki wskazują na jądra PCD-pozytywne. 
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4.2.4 Analiza ekspresji genów „markerów PCD” 
Aby odpowiedzieć na pytanie, czy mechanizmy programowanej śmierci komórkowej  
są zaangażowane procesy formowania się obszarów pre-nekrotycznych, a następnie nekroz w liściach 
tytoniu poddanych ekspozycji na wysokie stężenie Zn, określono w liściach poziom ekspresji następujących 
genów definiowanych w literaturze jako „markery PCD”: NtSAG12, NtBAK1, NtBI-1, NtSIPK, NtrbohF 
(Gan i Amasino 1997, Swidzinski i wsp. 2002, Overmayer i wsp. 2003, Samuel i wsp. 2005, Watanabe  
i Lam 2006, Gombert i wsp. 2006, Kemmerling i wsp. 2007).  
  
  
Rys. 26. Ekspresja genów A. NtBI-1, B. NtSIPK i C. NtrbohF w blaszkach liści (drugich, licząc od dołu) 
sześciotygodniowego tytoniu rosnącego w pożywce ¼ Knopa (warunki kontrolne) oraz przez ostatnie 4 dni 
eksponowanego na 200 µM Zn. Rożnice istotne statystycznie (P≤0,05) oznaczono nad słupkami  
różnymi literami. 
Do doświadczeń pobierano liście z roślin rosnących na pożywce kontrolnej oraz poddanych 
ekspozycji na 200 µM Zn; materiał zbierano po pierwszej, drugiej, trzeciej i czwartej dobie od początku 
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ekspozycji na Zn, z dwóch niezależnych hodowli. Materiał z każdej hodowli stanowił oddzielne powtórzenie 
biologiczne. 
W liściach roślin poddanych ekspozycji na wysokie stężenie cynku w podłożu wykazano 
podwyższony (w stosunku do liści roślin rosnących w warunkach kontrolnych) poziom ekspresji genów: 
NtBI-1 (Rys. 26., A), NtSIPK (Rys. 26., B) oraz NtrbohF (Rys. 26., C). Wzrost ekspresji odnotowano  
w pierwszej, drugiej, trzeciej i czwartej dobie od podania cynku (Rys. 26.). Dla genów NtSAG12 i NtBAK1 
nie uzyskano wiarygodnego, powtarzalnego wyniku. 
W komórkach w których zachodzą procesy PCD, następuje wzrost ekspresji powyższych genów 
(Sanchez i wsp. 2000, Han-Jung i wsp. 2003, Overmyer i wsp. 2003, Samuel i wsp. 2005). Uzyskany wynik 
sugeruje, że w badanym materiale najprawdopodobniej zachodziły procesy związane z programowaną 
śmiercią komórkową.  
4.3 Rola ściany komórkowej w przekazywaniu sygnału o stężeniu cynku  
w komórce 
Aby wskazać na mechanizm detekcji poziomu Zn w apoplaście, a zatem indukcji, odbioru  
i przekazywania sygnału o wysokim stężeniu cynku w apoplaście, wykonano poniżej przedstawione badania. 
4.3.1 Analiza ekspresji genów NtWAKs/NtWAKLs 
Na podstawie danych literaturowych powstała hipoteza, że geny WAKs/WAKLs mogą być 
zaangażowane w odbiór i przekazywanie sygnału o stężeniu cynku w apoplaście (patrz: rozdział 1.2.1).  
Na pierwszym etapie wykonano analizę ekspresji genów kodujących kinazy ściany komórkowej. Aby móc 
ją przeprowadzić, należało na początku zdefiniować sekwencje genów WAKs/WAKLs. Podczas 
wykonywania badań w ramach niniejszej pracy, nie istniały publikację na temat WAKs i WAKLs w roślinach 
tytoniu. Geny te nie figurowały także w bazach bioinformatycznych. Na podstawie podobieństwa sekwencji 
genów kodujących NtWAKs/NtWAKLs w A. thaliana, odnaleziono w bazach NCBI geny potencjalnie 
kodujące WAKs/WAKLs w tytoniu. Znaleziono 18 sekwencji potencjalnych genów NtWAK i NtWAKL 
znajdujących się na 17 scaffoldach (Tab. 25.). 
Tab. 25. Lista scaffoldów w N. tabacum, na których znaleziono potencjalne geny NtWAK lub NtWAKL.  
Po prawej stronie wymieniono geny w A. thaliana, których homologi znaleziono pośród NtWAK/NtWAKL. 
Numer scaffoldu, na którym znaleziono gen NtWAK lub NtWAKL Geny A. thaliana do homologów  
w N. tabacum 
1. AWOK01231171.1 AtWAK2 (NP_173549.1) 
2. AWOK01382454.1 
3. AWOK01044925.1 
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4. AWOK01146334.1 
5. AWOK01166737.1 
6. AWOK01211282.1 
7. AWOK01250662.1 AtWAKL1 (NP_173063.1) 
8. AWOK01299261.1 
9. AWOK01440032.1 
10. AWOK01092744.1 AtWAKL2 (NP_173064.1) 
11. AWOK01049347.1 
12. AWOK01067002.1 
13. AWOK01031348.1 AtWAKL8 (NP_173076.1) 
14. AWOK01228281.1 
15. AWOK01032386.1 
16. AWOK01014147.1 AtWAKL20 (NP_195827.1) 
17. AWOK01063952.1 
Do znalezionych sekwencji NtWAKs/NtWAKLs zaprojektowano startery (Tab. 25.) i za pomocą 
Real-Time PCR przeprowadzono analizę ekspresji genów w liściach tytoniu (patrz: rozdział 3.2.6).  
Do doświadczeń pobierano liście z roślin rosnących na pożywce kontrolnej oraz poddanych ekspozycji  
na 200 µM Zn; materiał zabierano po pierwszej, drugiej, trzeciej i czwartej dobie od początku ekspozycji  
na Zn. Podczas analiz poszukiwano genu, którego ekspresja byłaby indukowana w liściach roślin po podaniu 
wysokiego stężenia cynku do pożywki. Wyższy poziom ekspresji badanego genu we wszystkich czterech 
dobach od początku ekspozycji na 200 µM Zn, w porównaniu z roślinami rosnącymi na pożywce kontrolnej, 
byłby przesłanką, że gen ten może być zaangażowany w procesy przekazywania sygnału o stężeniu cynku 
w apoplaście. 
Geny kodujące wstępnie zidentyfikowane jako NtWAKL1, NtWAKL2 i NtWAKL8 (nazwy 
proponowane na podstawie homologii odpowiednich genów A. thaliana) nie ulegały ekspresji w badanym 
materiale. Spośród znalezionych sześciu sekwencji potencjalnego genu NtWAK2, dla trzech z nich 
(znajdujących się na scaffoldach: AWOK01231171.1, AWOK01044925.1, AWOK01382454.1) 
odnotowano wzrost ekspresji w pierwszych trzech dobach od początku ekspozycji na 200 µM Zn  
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w porównaniu z pożywką kontrolną; w czwartej dobie wykazano spadek (Rys. 27., A, B, C). Dla pozostałych 
genów NtWAK2 nie zarejestrowano ekspresji w badanych warunkach. Dla potencjalnego genu NtWAKL20, 
znajdującego się na scaffoldzie AWOK01063952.1, zaobserwowano spadek ekspresji w drugiej i trzeciej 
dobie od początku ekspozycji na wysokie stężenie cynku w pożywce w porównaniu z pożywką kontrolną 
(Rys. 27., D). W pierwszej i czwartej dobie nie uzyskano różnic w ekspresji genu NtWAKL20 
(AWOK01063952.1), pomiędzy roślinami rosnącymi w obecności 200 µM Zn, a roślinami rosnącymi  
w warunkach optymalnego stężenia cynku w pożywce (Rys. 27., D). Dla drugiego potencjalnego genu 
NtWAKL20, znajdującego się na scaffoldzie AWOK01014147.1, odnotowano wzrost ekspresji genu  
w pierwszych trzech dobach od początku ekspozycji na 200 µM Zn w pożywce, w porównaniu z pożywką 
kontrolną; w czwartej dobie odnotowano spadek ekspresji (Rys. 27., E). Analizy przeprowadzono  
dla materiału zebranego z trzech niezależnych hodowli. W przypadku każdego powtórzenia biologicznego 
pomiar ekspresji wykonywano co najmniej trzykrotnie. 
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Rys. 27. Ekspresja genów A. NtWAK2 (AWOK01231171.1), B. NtWAK2 (AWOK01044925.1), C. NtWAK2 
(AWOK01382454.1), D. NtWAKL20 (AWOK01063952.1) i E. NtWAKL20 (AWOK01014147.1) w blaszkach liści 
(drugich, licząc od dołu) sześciotygodniowego tytoniu rosnącego w pożywce ¼ Knopa (warunki kontrolne)  
oraz przez ostatnie 4 dni poddanego ekspozycji na 200 µM Zn. Rożnice istotne statystycznie (P≤0,05) 
oznaczono nad słupkami różnymi literami. 
Podsumowując, na podstawie analiz ekspresji wszystkich znalezionych w bazach NCBI genów 
NtWAK i NtWAKL, wykazano dla pięciu z nich obecność transkryptu: trzech potencjalnych NtWAK2 i dwóch 
potencjalnych NtWAKL20. Dla trzech NtWAK2 znajdujących się na scaffoldach AWOK01231171.1, 
AWOK01044925.1, AWOK01382454.1 oraz jednego NtWAKL20 znajdującego się na scaffoldzie 
AWOK01063952.1 odnotowano wzrost ekspresji w pierwszych trzech dobach od początku ekspozycji roślin 
na wysokie stężenie cynku w podłożu, w porównaniu z roślinami rosnącym na pożywce kontrolnej  
(Rys. 27.). Wynik ten może sugerować, że trzy NtWAK2 znajdujących się na scaffoldach 
AWOK01231171.1, AWOK01044925.1, AWOK01382454.1 oraz jeden NtWAKL20 znajdujący się  
na scaffoldzie AWOK01063952.1, mogą odgrywać rolę w odbiorze i przekazywaniu sygnału o stężeniu 
cynku w apoplaście. Aby to sprawdzić, na kolejnym etapie badań zaplanowano wykonanie analizy 
lokalizacji jednego z NtWAK2 (stabilna transformacja roślin konstruktem pNtWAK2::DsRED) oraz cynku 
(zastosowanie fluoroforu Zinpyr-1) w komórkach liści badanych roślin. Oczekiwano, że jeżeli NtWAK2 jest 
zaangażowany w odbiór i przekazywanie sygnału odpowiedzialnego za formowanie się nekroz z komórek 
akumulujących, wzór lokalizacji NtWAK2 na przekrojach poprzecznych przez liście, będzie taki sam,  
jak wzór rozmieszczenia wysokich stężeń Zn (czyli w grupach komórek mezofilu). 
4.3.2 Analiza lokalizacji NtWAK2 w liściach tytoniu 
W celu określenia lokalizacji NtWAK2 (AWOK01231171.1) w liściach, wykonano stabilną 
transformację tytoniu konstruktem fuzyjnym zawierającym sekwencję promotora NtWAK2 połączoną  
z sekwencją kodującą białko czerwonej fluorescencji DsRED (rozdział 3.2.3, w tym 3.2.3.3). Niestety ze 
względu na ograniczoną ilość czasu, w ramach badań udało się wyprowadzić jedynie rośliny z ekspresją 
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pNtWAK2::DsRED pokolenia T0 i na liściach pobranych z tych roślin wykonano próbę określenia lokalizacji 
NtWAK2. 
Odnotowano silniejszą czerwona fluorescencję na przekrojach poprzecznych przez liście  
z ekspresją pNtWAK2::DsRED (Rys. 28., B.) w porównaniu z roślinami typu dzikiego (Rys. 28., A.). 
A. kontrola-rośliny typu dzikiego B. rośliny z ekspresją pNtWAK2::DsRED 
  
Rys. 28. Przekroje poprzeczne przez liście roślin tytoniu rosnących w hodowli glebowej A. typu dzikiego,  
B. z ekspresją pNtWAK2::DsRED pokolenia T0 (linia 8). 
Niestety przedstawione wyniki uzyskano dla rośliny z pokolenia T0, z hodowli glebowej, w których 
nie indukowano formowania się obszarów pre-nekrotycznych/nekroz, poprzez podanie wysokiego stężenia 
cynku do podłoża. W roślinach nie wykonano więc planowanej równoczesnej analizy lokalizacji Zn  
i NtWAK2. 
4.3.3 Analiza lokalizacji pektyn w liściach tytoniu 
Istnieją publikacje wskazujące na funkcję pektyn, jako cząsteczek sygnałowych, jak również dane 
wskazujące na zmianę stopnia estryfikacji pektyn pod wpływem metali ciężkich (Willats i wsp. 2001, Willats 
i wsp. 2006, Krzesłowska 2011). W niniejszej pracy postawiono hipotezę, że w liściach roślin tytoniu 
poddanych ekspozycji na wysokie stężenie cynku, następuje zmiana we wzorze estryfikacji pektyn,  
a cząsteczki pektyn (w zależności od stopnia estryfikacji) mogą odpowiadać za przenoszenie sygnału  
o stężeniu cynku w apoplaście. 
Rozmieszczenie wybranych do analiz frakcji pektyn w ścianie komórek liści tytoniu, badano metodą 
immunolokalizacji (patrz: rozdział 3.2.10.4). Aby określić, jakie frakcje pektyn występują w liściach 
badanych roślin, i tym samym wybrać odpowiednie przeciwciała do immunolokalizacji, na początku 
wykonano analizę mikromacierzy cukrowych (patrz: rozdział 3.2.9). 
Na Rys. 29. przedstawiono otrzymane wyniki. Zielonym kolorem określono względną zawartość 
poszczególnych frakcji pektyn w badanym materiale; im jaśniejszy kolor, tym więcej pektyn. Dodatkowo 
względną zawartość pektyn określają dane liczbowe, znajdujące się w prostokątach. Na Rys. 29. 
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przedstawiono reprezentatywne wynik z dwóch niezależnych hodowli dla ekstrakcji cukrów za pomocą 
NaOH i CDTA. 
W badanym materiale wykazano obecność następujących rodzajów pektyn: częściowo 
zestryfikowane (LM18), niezestryfikowane (LM19), (1-4)-β-D-galaktan (LM5), i ramnogalakturonan I 
(LM16) (Rys. 29.). Rozpoznano najwięcej, w porównaniu z innymi frakcjami, pektyn niezestryfikowanych 
(LM19), zarówno w liściach roślin rosnących w obecności wysokiego stężenia cynku w pożywce, jak  
i w warunkach kontrolnych (Rys. 29.). 
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doba 
1 
kontrola 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
200 µM Zn 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
doba 
2 
kontrola 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
200 µM Zn 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
doba 
3 
kontrola 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
200 µM Zn 0 0 54.4186 0 0 13.6046 0 0 0 30.0872 0 
doba 
4 
kontrola 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
200 µM Zn 0 0 0 0 0 0 0 0 0 19.7674 0 
C
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doba 
1 
kontrola 0 0 54.6511 0 0 0 0 0 0 0 0 
200 µM Zn 5.81395 34.8837 100 0 0 18.6046 0 0 0 11.6279 0 
doba 
2 
kontrola 0 22.0930 84.8837 0 0 23.2558 0 0 0 0 0 
200 µM Zn 0 6.97674 72.0930 0 0 17.4418 0 0 0 16.2790 0 
doba 
3 
kontrola 0 0 52.3255 0 0 0 0 0 0 0 0 
200 µM Zn 0 0 40.3654 0 0 8.9701 0 0 0 41.8604 0 
doba 
4 
kontrola 0 19.6220 62.7907 0 0 0 0 0 0 0 0 
200 µM Zn 0 13.9534 79.0697 0 0 20.9302 0 0 0 44.1860 0 
Rys. 29. Względna zawartość poszczegołnych frakcji pektyn w liściach (drugich, licząc od dołu) 
sześciotygodniowego tytoniu rosnącego w pożywce ¼ Knopa (warunki kontrolne) oraz przez ostatnie 4 dni 
eksponowanego na 200 µM Zn. Kolory wskazują na zawartość pektyn (określoną także liczbami),  
im jaśniejszy kolor, tym więcej pektyn. 
Obecność ramnogalakturonanu I (LM16) odnotowano tylko w liściach roślin poddanych ekspozycji 
na wysokie stężenie cynku w pożywce; tej frakcji pektyn nie zarejestrowano w liściach roślin rosnących na 
pożywce kontrolnej (Rys. 29.). Ponadto wykazano, że zawartość ramnogalakturonanu I rośnie wraz  
z kolejnymi dniami podawania 200 µM Zn (Rys. 29.). 
Na kolejnym etapie wykonano immunolokalizację tych pektyn, których obecność wykazało badanie 
mikromacierzy. Były to: pektyny częściowo zestryfikowane, niezestryfikowane, (1-4)-β-D-galaktan  
i ramnogalakturonan I. Do doświadczeń pobierano liście z roślin rosnących na pożywce kontrolnej  
oraz poddane ekspozycji na 200 µM Zn; materiał zabierano po pierwszej, drugiej, trzeciej i czwartej dobie 
od początku ekspozycji na Zn. 
Na Rys. 30. zielona fluorescencja na przekrojach poprzecznych przez liście świadczy o obecności 
pektyn niezestryfikowanych. Przedstawiono reprezentatywne zdjęcia z doświadczeń przeprowadzonych  
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na roślinach z trzech niezależnych hodowli. Pokazano, że ta frakcja pektyn rozkłada się równomiernie  
we wszystkich ścianach komórkowych. Nie zaobserwowano różnic w rozmieszczeniu pektyn 
niezestryfikowanych pomiędzy liśćmi roślin rosnących w obecności 200 µM Zn w pożywce, a tymi 
rosnącymi na pożywce kontrolnej (Rys. 30.). 
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Rys. 30. Przekroje przez liście (drugie, licząc od dołu) sześciotygodniowych roślin tytoniu rosnących 
 na pożywce ¼ Knopa przez ostatnie cztery dni hodowli w obecności 200 µM Zn, lub na pożwyce kontrolnej 
(0,5 µM Zn), na których przeprowadzono immunolokazację pektny z wykorzystaniem przeciwcaiał LM19. 
Zielona fluorescencja świadczy o obecności pektyn niezestryfikowanych. Biała strzałka wskazuje nekrozę. 
Na Rys. 31. przedstawiono reprezentatywne wyniki immunolokalizacji ramnogalakturonanu I, 
zielona fluorescencja na przekrojach poprzecznych przez liście świadczy o obecności tej frakcji pektyn  
w badanym materiale. W liściach roślin rosnących w obecności 200 µM Zn w pożywce odnotowano,  
że ramnogalakturonan I w pierwszej dobie od podania cynku rozkłada się równomiernie w ścianach 
komórkowych we wszystkich komórkach liścia (Rys. 31., A1). Wraz z upływem czasu ta frakcja pektyn 
zmienia swoje rozmieszczenie i zaczyna lokować się w ścianach grup komórek miękiszu palisadowego  
(Rys 31., A2-A3). W czwartej dobie od początku ekspozycji roślin na 200 µM Zn obserwujemy obszar 
nekrotyczny świecący intensywnie na zielono (Rys. 31., A4). W przypadku poddania roślin ekspozycji  
na 100 µM Zn w pożywce, na przekrojach poprzecznych przez liście obserwowano w pierwszych dwóch 
dobach bardzo słabe zielone świecenie, świadczące o niskiej zawartości ramnogalakturonanu I w ścianach 
A4 A1 A3 A2 
A6 
A7 
A5 
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(Rys. 31., A5). Zauważono, że ramnogalakturonan I lokalizuje się w pobliżu wiązek przewodzących  
w postaci przerywanych obszarów dużego nagromadzenia w ścianach komórkowych (Rys. 31., A6).  
W trzeciej i czwartej dobie ekspozycji na 100 µM Zn ta frakcja pektyn rozkłada się już równomiernie  
w ścianach wszystkich komórek liścia (Rys. 31., A7).  
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Rys. 31. Przekroje przez liście (drugie, licząc od dołu) sześciotygodniowych roślin tytoniu rosnących  
na pożywce ¼ Knopa przez ostatnie cztery dni hodowli w obecności 200 µM Zn, lub 100 µM Zn,  
lub na pożwyce kontrolnej (0,5 µM Zn), na których przeprowadzono immunolokazację pektny  
z wykorzystaniem przeciwciał LM16. Zielona fluorescencja świadczy o obecności ramnogalakturonanu I.  
Biała strzałka wskazuje na nekrozę; białe ramki wskazują na grupy komórek w dużą zawartością 
ramnogalakturonanu I w ścianach komórkowych. 
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W roślinach rosnących na pożywce kontrolnej intensywność zielonej fluorescencji na przekrojach 
poprzecznych przez liście, jest porównywalna do autofluorescencji (Rys. 31., A8-A11), tym samym można 
przypuszczać, że ramnogalakturonan I nie występuje w materiale pochodzącym z roślin rosnących  
w warunkach kontrolnych. 
W badaniach immunolokalizacji pektyn częściowo zestryfikowanych (LM18), i (1-4)-β-D-
galaktanu (LM5) nie odnotowano specyficznej fluorescencji na preparatach wykonanych z badanych roślin. 
Podsumowując, w wyniku analiz lokalizacji pektyn w liściach tytoniu wykazano, że pektyny 
niezestryfikowane, niezależnie od stężenie cynku w pożywce, rozkładają się równomiernie w ścianach 
komórkowych badanego materiału (Rys. 30.). Ramnogalakturonan I z kolei rozkłada się równomiernie  
w ścianach w liściach roślin poddanych ekspozycji na 200 µM Zn w pierwszych dobach od podania cynku. 
Następnie, wraz z upływem czasu ta frakcja, zaczyna gromadzić się w ścianach grup komórek miękiszu 
palisadowego (Rys. 31.). W liściach roślin rosnących na pożywce kontrolnej nie stwierdzono obecności 
ramnogalakturonanu I (Rys. 29., Rys. 31.). 
Powyższe wyniki wskazują, iż to najprawdopodobniej cząsteczki ramnogalakturonanu I  
są odpowiedzialne za przenoszenie do wnętrza komórki sygnału o stężeniu cynku w apoplaście liści roślin 
tytoniu, rosnących w obecności wysokiego stężenia Zn w pożywce. 
4.3.4 Analiza ekspresji NtGRPs 
W części pracy, będącej elementem szerszych badań zmierzających do wskazania mechanizmu 
przekazywania sygnału o wysokim stężeniu cynku w tkance liści roślin tytoniu, celem było wykonanie analiz 
określających potencjalny udział genów NtGPRs w procesach regulowania sygnału o wysokim stężeniu Zn 
w apoplaście. Cel był realizowany poprzez wykonanie porównawczej analizy ekspresji genów kodujących 
białka GRP ściany komórkowej w liściach roślin tytoniu rosnących w obecności wysokiego stężenia Zn  
w pożywce, w odniesieniu do roślin rosnących w warunkach kontrolnych. 
W wyniku analiz baz bioinformatycznych znaleziono dziewięć białek N. tabacum, zdefiniowanych 
jako GRP. Porównanie sekwencji aminokwasowych i nukleotydowych powyższych białek wykazało,  
że białka o numerach akcesyjnych XP_016499885.1 i XP_016499884.1 są niezależnie opisanymi tymi 
samymi białkami (Tab. 26., 3 i 4). Także białka o numerach XP_016487485.1, XP_016487484.1  
i AAK57546.1 mają takie same sekwencje aminokwasowe i nukleotydowe (Tab. 26., 7, 8 i 9). 
Tab. 26. Numery akcesyjne i nazwy białek N. tabacum zdefiniowanych w bazie NCBI, 
 jako białka bogate w glicyne. 
 Numer akcesyjny Nazwa białka wg. bazy NCBI 
1. ADK22099.1 białko bogate w glicynę 
2. AAY439776.1 białko bogate w glicynę, odziaływujące  
3. XP_016499885.1 strukturalne białko bogate w glicynę związane ze ścianą, izoforma X3 
4. XP_016499884.1 strukturalne białko bogate w glicynę związane ze ścianą, izoforma X2 
5. CAB67122.1 białko ściany komórkowej 
6. BAB16425.1 białko bogate w glicynę 
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7. XP_016487485.1 białko bogate w glicynę, izoforma X2 
8. XP_016487484.1 białko bogate w glicynę, izoforma X1 
9. AAK57546.1 białko bogate w glicynę 
Do dalszych analiz wybrano więc sześć białek o następujących numerach akcesyjnych: 
ADK22099.1, CAB67122.1, AAY43976.1, XP_016499884.1, BAB16425.1, AAK57546.1. 
Przeprowadzone badania ekspresji genów kodujących powyższe białka w liściach tytoniu poddanych 
ekspozycji na wysokie 200 µM stężenie cynku, dowiodły brak ekspresji dla genów kodujących AAY43976.1 
oraz BAB16425.1 w badanych warunkach. Dla genów kodujących białka ADK22099.1, XP_016499884.1 
oraz AAK57546.1 odnotowano wzrost ekspresji po poddaniu roślin ekspozycji na wysokie stężenie cynku 
w pierwszych dwóch dobach od początku traktowania, w porównaniu z roślinami rosnącymi w warunkach 
kontrolnych (optymalne stężenie Zn w podłożu) (Rys. 32., A, C, D). W trzeciej dobie od podania Zn 
zaobserwowano spadek ekspresji trzech powyższych genów w porównaniu z warunkami kontrolnymi,  
w czwartej dobie nie odnotowano zmian (Rys. 32., A, C, D). W wyniku analizy ekspresji genu kodującego 
białko CAB67122.1 stwierdzono wzrost ekspresji w liściach roślin poddanych ekspozycji na wysokie 
stężenie Zn w podłożu we wszystkich czterech dobach od podania cynku, w porównaniu z roślinami 
rosnącymi w warunkach kontrolnych (Rys. 32., B). Analizy wykonano dla materiału zebranego z trzech 
niezależnych hodowli. Wykonano trzy powtórzenia reakcji PCR dla każdego powtórzenia biologicznego. 
Na podstawie powyższych danych można przypuszczać, że ze względu na wzrost ekspresji genu 
NtGRP/CAB67122.1 w liściach tytoniu po wszystkich czterech dobach od początku ekspozycji roślin na 
cynk (w porównaniu z roślinami rosnącymi na pożywce kontrolnej) gen ten w porównaniu z innymi 
analizowanymi genami, może odgrywać najbardziej znaczącą rolę w przekazywaniu sygnału o stężeniu 
cynku w apoplaście. Warto także zauważyć, że ekspresja NtGRP/CAB67122.1 w badanych warunkach 
ujemnie koreluje z ekspresją NtWAK2 (Rys. 32.). Ponieważ nie wiadomo jaką lokalizację komórkową ma 
białko kodowane przez NtGRP/CAB67122.1, biorąc pod uwagę potencjalne zaangażowanie genu  
w przekazywaniu sygnału o stężeniu cynku w apoplaście, na kolejnym etapie badań postanowiono określić 
lokalizację NtGRP/CAB67122.1 w komórkach liści tytoniu. 
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Rys. 32. Ekspresja genów A. NtGRP/XP_016499885.1, B. NtGRP/CAB67122.1, C. NtGRP/AAK57546.1  
oraz D. NtGRP/ADK22099.1 w blaszkach liści sześciotygodniowego tytoniu rosnącego w pożywce ¼ Knopa 
(warunki kontrolne) oraz przez ostatnie 4 dni w obecności 200 µM Zn. Rożnice istotne statystycznie (P≤0,05) 
oznaczono nad słupkami różnymi literami.  
4.3.5 Analiza lokalizacji NtGRP/CAB67122.1 w komórkach liści tytoniu 
W celu określenia lokalizacji NtGRP/CAB67122.1, przeprowadzono przejściową transformację 
roślin tytoniu konstruktem fuzyjnym zawierającym sekwencję powyższego genu z sekwencją kodującą 
białko zielonej fluorescencji (patrz: rozdział 3.2.3.2). Niestety ze względu na ograniczoną ilość czasu,  
nie udało się ukończyć tej części badań. 
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5. Dyskusja 
Nadmiar cynku w roślinach objawia się m. in. zmiany nekrotyczne w obrębie blaszek liściowych 
(Broadley i wsp. 2007). Nekrozy są efektem zamierania komórek na skutek gwałtowanego stresu  
np. na skutek działania wysokich stężeń metali (Marschner i Cakmak 1989). Wyniki badań Siemianowski  
i wsp. (2013) prowadzone na roślinach tytoniu poddanych ekspozycji na wysokie stężenie Zn w pożywce 
wykazały, że nekrozy powstające w obrębie blaszek liściowych są najprawdopodobniej formą 
zaprogramowanej strategii roślin przed toksycznym działaniem cynku. We wspomnianej pracy wykazano, 
że wysokie stężenia cynku w liściach tytoniu nie są akumulowane równomiernie w tkankach liścia, lecz  
w grupach komórek mezofilu, które z czasem zamierają tworząc nekrozę w obrębie której, dzięki obecności 
zlignifikowanych ścian komórkowych pozostaje zgromadzony Zn. Na skutek tego duże ilości metalu zostają 
zatrzymane w obszarze nekrotycznym, zaś sąsiadujące komórki nieakumulujące mogą pełnić swoje funkcje 
bez utrudnień. Mechanizmy powstawania zależnych od wysokiego stężenia cynku nekroz pozostają 
nieznane. Celem badań prowadzonych w ramach niniejszej pracy doktorskiej było poznanie ich 
molekularnych i fizjologicznych podstaw. Badania miały na celu weryfikację dwóch głównych hipotez. 
Zgodnie z pierwszą hipotezą w procesy formowania się nekroz z komórek akumulujących cynk,  
są zaangażowane mechanizmy programowanej śmierci komórkowej. Hipoteza ta wiąże się z założeniem,  
że załadunek dużych ilości cynku do komórek akumulujących (co prowadzi do powstania nekroz) jest formą 
zaplanowanej strategii ochrony sąsiadujących komórek nieakumulujących liścia (a w konsekwencji całego 
organu, jakim jest liść) przed toksycznym działaniem Zn.  
Druga hipoteza prowadzi do określenia roli apoplastu w procesie formowania się nekroz. 
Wcześniejsze badania sugerują, iż poziom Zn w apoplaście może uruchamiać mechanizmy odpowiedzialne 
za zróżnicowany załadunek cynku do komórek akumulujących (Siemianowski i wsp. 2013). Z danych 
literaturowych wiadomo, że na skutek obecności w apoplaście podwyższonego stężenia cynku, dochodzi do 
zmian wzoru estryfikacji pektyn ściany (Krzesłowska 2011). Wiadomo też, że kinazy ściany komórkowej 
odbierają sygnały z apoplastu, przekazywane za pośrednictwem pektyn o różnym stopniu estryfikacji (He  
i wsp. 1999, Kohorn 2016). Zgodnie z drugą hipotezą sygnał prowadzący do powstania zależnych  
od wysokiego stężenia Zn nekroz, jest generowany poprzez cząsteczki pektyn (których stopień estryfikacji 
zmienia się na skutek działania wysokiego stężenia cynku), a odbierany i przekazywany do wnętrza komórki 
za pośrednictwem białek WAKs. 
5.1 Udział mechanizmów programowanej śmierci komórkowej w procesach 
tworzenia się nekroz 
Pierwszym etapem przeprowadzonych badań było określenie, czy za powstawaniem obszarów 
nekrotycznych w obrębie blaszek liści tytoniu rosnącego w obecności wysokiego stężenia cynku, stoją 
procesy programowanej śmierci komórkowej. Na początku badań ważne było ustalenie, czy zależne od 
wysokiego cynku nekrozy powstają w określonych, powtarzających się miejscach na blaszkach. Aby 
odpowiedzieć na to pytanie, liście roślin rosnących w obecności wysokiego stężenie cynku, inkubowane  
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je w błękicie trypanu, który barwi martwe komórki (Pogány i wsp. 2009) (patrz: rozdział 3.2.5). Okazało 
się, że nekrozy formują się w sąsiedztwie wiązek przewodzących (Rys. 18.). Dowiedziono, że lokalizują się 
zarówno koło dużych, głównych nerwów, jaki i na zakończeniach małych naczyń w obrębie blaszki.  
Nie zaobserwowano powtarzalnego wzoru lokalizacji nekroz. Cynk jest transportowany w roślinach do liści 
za pomocą wiązek przewodzących (Becker i wsp. 2008, Lefèvre i wsp. 2013). Powstawanie nekroz koło 
wiązek może więc wynikać z lokalnego wyższego stężenia cynku w tych obszarach liścia. W pracy Lefèvre 
i wsp. (2013) zaobserwowano podobną zależność. Wysokie zawartości Zn w liściach Zygophyllum fabago 
lokalizowały się w komórkach miękiszu gąbczastego, obecnego tuż obok głównych nerwów. Badacze 
nazwali te miejsca akumulacji metalu „hot spots”. Lefèvre i wsp. (2013) wykazali jednak, że „hot spots” 
powstają tylko w tych obszarach liścia, w których ma miejsce intensywna transpiracja. Na podstawie ich 
wyników można przypuszczać, że odnotowany w niniejszej pracy brak powtarzalności wzoru powstawania 
nekroz w obecności wysokiego stężenia cynku, wynika z nierówności w intensywności transpiracji 
pomiędzy różnymi obszarami badanych liści. 
Akumulacja cynku tylko w niektórych komórkach tej samej tkanki jest opisywana także w innych 
publikacjach. W roślinach T. caerulascens wysokie zawartości cynku gromadziły się tylko w niektórych 
komórkach epidermy. W pracy Küpper i wsp. (2000) wykazano z kolei, że w roślinach A. halleri cynk nie 
gromadzi się równomiernie w komórkach mezofilu, lecz w pojedynczych, predysponowanych do tego celu 
komórkach tej tkanki. Podobne zjawisko zaobserwowano w roślinach tytoniu. Przy użyciu 
fluorescencyjnego indykatora cynku Zinpyr-1, wykazano obecność wysokiego stężenia Zn w grupach 
komórek mezofilu liści (nazwanych komórkami akumulującymi), które występowały obok komórek  
o niskiej zawartości tego metalu (Siemianowski i wsp. 2013). Wraz z upływem czasu komórki akumulujące 
zamierały. Ważną cechą tworzących się obszarów nekrotycznych była lignifikacja ścian komórkowych, 
dzięki której zgromadzony cynk nie dyfundował do sąsiadujących komórek. Zdolność do akumulacji dużych 
ilości Zn w grupach komórek akumulujących, a następnie nekrozach zinterpretowano jako mechanizm 
umożliwiający sąsiadującym, nieakumulującym komórkom mezofilu pełnienie swojej funkcji. W pracy 
zaproponowano, że powstające w efekcie toksycznego działania cynku martwe obszary na liściach nie  
są wynikiem nekrotycznego zamierania komórek na skutek toksycznego działania Zn, lecz formą 
zaplanowanej strategii ochrony roślin na poziomie całych organów (liści) przed nadmiarem tego metalu.  
Na podstawie badań Siemianowski i wsp. (2013) powstała pierwsza z hipotez niniejszej pracy, która zakłada, 
że w liściach roślin tytoniu komórki miękiszu palisadowego akumulujące wysokie stężenia Zn, zamierają  
i w konsekwencji tworzą nekrozy w wyniku programowanej śmierci komórkowej, a nie zwykłej 
toksyczności wynikającej z nadmiaru cynku. 
Procesy prowadzące do indukcji i egzekucji PCD są w roślinach w dużym stopniu poznane.  
W wyniku szeroko prowadzonych badań wiadomo, że są one ściśle kontrolowane na poziomie komórek  
i tkanek (Van Breusegem i Dat 2016), co zostało omówione we wstępie pracy. Podczas przebiegu PCD 
obserwujemy m.in. pęcznienie wakuoli, redystrybucję materiałów zapasowych w komórkach,  
czy wzmożoną syntezę enzymów litycznych (np. kaspaz). Aby określić, czy w danej komórce zaszła 
programowana śmierć komórkowa, zalecane jest zastosowanie kilku metod, umożliwiających niezależne 
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wykrycie różnego rodzaju procesów charakterystycznych dla PCD. Jednym z nich są zmiany zachodzące  
w jądrze komórkowym. Podczas rozwoju PCD dochodzi do kondensacji chromatyny oraz specyficznej 
fragmentacji DNA (Wojciechowska 2001, Małuszyńska i Juchimiuk 2005). W komórkach na skutek 
aktywności endonukleaz dochodzi do cięcia DNA, podczas którego powstają cząsteczki dUTP (Reape  
i McCabe 2013). Ich wykrycie, a tym samym potwierdzenie, że w komórkach zaszła PCD, jest możliwe 
dzięki enzymowi TdT. Właściwość tą wykorzystuje się w metodzie TUNEL, pierwotnie stosowanej  
w cytometrii przepływowej, do identyfikacji komórek z hodowli zawiesinowych, w których miała miejsce 
PCD (Gorczyca i wsp. 1992). Metoda TUNEL jest obecnie z powodzeniem stosowana także do wykrywania 
komórek PCD–pozytywnych in situ. W pracy Xu i wsp. (2010) przy użyciu metody TUNEL pokazano,  
że w wierzchołkach korzeni siewek S. nigrum rosnących w obecności 400 µM ZnCl2 są obecne komórki 
PCD–pozytywne. Do barwienia uzupełniającego, uwidaczniającego pozostałe jądra komórkowe, użyto 
DAPI. 
W niniejszej pracy także zastosowano metodę TUNEL (z barwieniem uzupełniającym DAPI),  
w celu określenia, czy w powstawanie zależnych od wysokiego stężenia cynku nekroz, tworzących się  
w obrębie blaszek liści tytoniu, są zaangażowane mechanizmy PCD (patrz: rozdział 3.2.10.3).  
Na przekrojach poprzecznych przez liście roślin tytoniu rosnących w obecności wysokiego stężenia Zn  
w podłożu w obrębie miękiszu, wykazano komórki PCD – pozytywne, czyli zawierające fragmenty DNA 
specyficznie pocięte podczas PCD (Rys. 25). Co istotne, komórki PCD – pozytywne znajdowały się  
na przekroju przez liść obok siebie, w grupach, co przypominało wzór lokalizacji komórek akumulujących 
i nekroz w mezofilu liści roślin tytoniu. Komórek tych nie wykryto na przekrojach przez liście roślin 
rosnących na pożywce kontrolnej. Wynik ten wskazuje, że ekspozycja roślin tytoniu na nadmiar cynku 
uruchamia w liściach procesy związane z PCD (w tym wypadku specyficzne cięcie DNA). 
Kolejnym, oprócz specyficznego cięcia DNA, procesem charakterystycznym dla PCD  
jest aktywacja szlaków kinaz MAPK (Van Breusegem i Dat 216). Za aktywację tych szlaków odpowiada 
m.in. tlenek azotu(II). W pracy Ye i wsp. (2013) dowiedziono, że NO jest kluczowy podczas aktywacji 
szlaków MAPK w indukowanych jonami Cd2+ mechanizmach PCD zachodzących w roślinach A. thaliana. 
Co ważne, po poddaniu roślin ekspozycji na inhibitor NO i jony kadmu, zaobserwowano zahamowanie 
procesów PCD (Ye i wsp. 2013). Podobną zależność wykazano w pracy Xu i wsp. (2010), w której  
w roślinach S. nigrum rosnących w obecności wysokiego stężenia cynku odnotowano indukcję 
mechanizmów PCD zależnych od NO. Mechanizmy te były hamowane w roślinach, do których pożywki 
podano inhibitor NO. Udowodniony został zatem udział tlenek azotu(II) w regulacji przebiegu PCD. 
Drugim procesem, który analizowano w pracy w celu zweryfikowania hipotezy o udziale 
programowanej śmierci komórkowej w rozwoju nekroz na liściach roślin tytoniu w obecności wysokiego 
stężenia Zn, była rola tlenku azotu(II) w ich formowaniu. W pracy podobnie jak w badaniach Ye i wsp. 
(2013) i Xu i wsp. (2010), rośliny testowano w obecności wysokiego stężenia metalu oraz inhibitora NO 
(patrz: rozdział 3.2.4.5). Oczekiwano, że zahamowanie syntezy NO w roślinach (na skutek działania 
inhibitora), spowoduje opóźnienie powstawania zależnych od wysokiego stężanie cynku nekroz w obrębie 
blaszek liściowych. Przypuszczenie to opierało się m.in. o wyniki zaprezentowane w licznych pracach 
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wskazujące, że NO jest cząsteczką sygnałową w indukowanych metalami ciężkimi procesach 
programowanej śmierci komórkowej (Ma i wsp. 2010, Xu i wsp. 2010, Arasimowicz-Jelonek i wsp. 2012, 
Ye i wsp. 2013, Xu i wsp. 2013). Pierwszym zastosowanym w badaniach czynnikiem, był L-NAME: 
inhibitor syntazy NO. Wykazano, że podanie do pożywki roślin tytoniu L-NAME wraz z wysokim stężeniem 
Zn powoduje opóźnienie powstawania zależnych od wysokiego stężenia cynku nekroz (Rys. 19.). Istnieją 
prace wskazujące, że w roślinach poziom tlenku azotu(II) może wpływać na stężenie metali, w tym cynku, 
kadmu, czy żelaza (Besson-Bard i wsp. 2009, Xu i wsp. 2010, Arasimowicz-Jelonek i wsp. 2012), 
postanowiono więc sprawdzić, czy podanie L-NAME nie wpływa na stężenie Zn w liściach i płynie 
apoplastycznym liści tytoniu. Dowiedziono, że opóźnienie w powstawaniu nekroz na skutek działania  
L-NAME nie wynika ze spadku stężenia cynku w liściach oraz w płynie apoplastycznym w drugiej i trzeciej 
dobie (kiedy ma miejsce formowanie się nekroz) od początku ekspozycji roślin na 200 µM Zn i inhibitor 
(Rys. 21. i Rys. 22.). Rezultaty te pozwalają przypuszczać, że NO najprawdopodobniej odgrywa rolę  
w formowaniu się martwych obszarów w obrębie blaszek liściowych. Obniżenie poziomu tlenku azotu(II) 
w liściach na skutek podania L-NAME, spowodowało zahamowanie mechanizmów prowadzących do 
powstania nekroz. Biorąc pod uwagę to, że NO jest cząsteczką sygnałową w procesach PCD, otrzymano 
kolejny wynik pozwalający przypuszczać, że zależne od wysokiego cynku nekrozy powstają na drodze 
programowanej śmierci komórkowej. 
Rośliny tytoniu testowano także w obecności cPTIO, inhibitora NO o odmiennym od L-NAME 
mechanizmie działania. Rośliny na ostatnim etapie hodowli były poddane ekspozycji na cPTIO bez  
i w obecności wysokiego stężenia Zn (patrz: rozdział 3.2.4.5), analogicznie jak w przypadku doświadczeń  
z L-NAME. W wyniku podania roślinom do pożywki cPTIO w stężeniu 0,2 mM, nie zaobserwowano zmian 
w tempie powstawania nekroz pomiędzy roślinami rosnącym w obecności wysokiego stężenia cynku  
z inhibitorem NO i bez inhibitora (Rys 20.). W przypadku roślin, którym do pożywki podano 0,5 i 1 mM 
cPTIO wraz z 200 µM Zn, odnotowano przyspieszenie powstawania nekroz, w stosunku do roślin rosnących 
bez inhibitora NO tylko w obecności wysokiego stężenia cynku (Rys. 20.). Należy zauważyć,  
że w przypadku zastosowania cPTIO o stężeniu 0,5 i 1 mM stężenie cynku w liściach badanych roślin rosło 
(Rys. 23.). Wyniki te wskazują, iż dodatkowym efektem działania cPTIO jest indukcja pobierania Zn, czego 
nie obserwowano po podaniu L-NAME. Wiadomo, że cPTIO usuwa tlenek azotu(II) z komórek podczas 
następujących reakcji: NO + cPTIO → ·NO2 + cPTI oraz NO2 + NO → N2O3 (D’Alesandro i wsp. 2013). 
W wyniku reakcji powstają cząsteczki tritlenku diazotu (N2O3), które są zaliczane do reaktywnych form 
azotu (ang. nitrogen reactive species, RNS). O ile bez trudu można znaleźć liczne prace na temat działania 
RNS w roślinach, o tyle informacji na temat działania samego N2O3, jest niewiele. Dotychczas istnieją 
przesłanki, że tritlenek diazotu może powodować deaminację i zaburzać strukturę DNA (Durzan i Pedroso 
2002) oraz poprzez obniżenie puli NO, może zwiększać ilość wolnych jonów żelaza w komórkach roślin 
(Lamattina i Polacco 2007). Nie badano wpływu N2O3 na pobieranie i akumulację cynku w roślinach. 
Co warte podkreślenia, można za to znaleźć informację na temat błędów we wnioskowaniu  
na podstawie doświadczeń z zastosowaniem cPTIO. Praca D’Alessandro i wsp. (2013) w całości dotyczy 
ograniczeń, jakie wynikaj z używania cPTIO w badaniach prowadzonych na roślinach. Badacze pokazują 
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m.in., że jeżeli w komórkach, do których podano cPTIO, jest bardzo dużo NO, inhibitor może od razu 
degradować. 
L-NAME jest inhibitorem syntazy tlenku azotu. Tym samym blokuje tylko jeden ze szlaków 
powstawania NO w roślinach. Na podstawie danych literaturowych wiadomo, że tlenek azotu(II) powstaje 
w roślinach nieenzymatycznie w cyklu nitryfikacja/denitryfikacja, lub enzymatycznie: poprzez działanie 
reduktazy azotanowej, na drodze syntezy z L-argininy za pomocą NOS, z S-nitrozoli poprzez 
funkcjonowanie oksydoreduktazy ksantyny, z cytochromu P450 na drodze oksydacji N-hydroksyargininy 
(NOHA) poprzez NADPH, z NOHA i H2O2 poprzez działanie peroksydazy (Palavan-Unsal i Arisan 2009). 
cPTIO usuwa NO w roślinach nie wybiórczo, niezależnie od szlaku jego powstawania. Biorąc to pod uwagę, 
można przypuszczać, że to cząsteczki tlenku azotu(II) tworzące się na drodze aktywności NOS, są ważne  
w mechanizmach powstawania zależnych od wysokiego stężenia cynku nekroz. 
W publikacji Xu i wsp. (2010) zasugerowano, że w siewkach S. nigrum poddanych ekspozycji  
na wysokie stężenie Zn, NO (biorący udział w uruchomieniu procesów PCD) powstaje głównie z L-argininy 
przy udziale syntazy tlenku azotu. Istnieją też doniesienia, iż w roślinach Arabidopsis AtNOS1 (ang. nitric 
oxide synthase 1) może brać udział w kontroli procesów PCD i starzenia się roślin. Tlenek azotu(II), 
tworzony przy udziale syntazy NO, może przyczyniać się do hamowania procesów prowadzących do 
starzenia się i śmierci komórek. Wykazano, że podczas ataku patogenu to najprawdopodobniej cząsteczki 
NO syntezowane przez NOS, są kluczowe dla uruchomienia zależnej od kinaz MAPK odpowiedzi rośliny 
na atak patogenu (Asai i wsp. 2008). Być może także w roślinach tytoniu to cząsteczki NO powstające na 
skutek aktywności NOS są kluczowe w aktywacji procesów związanych z programowaną śmiercią 
komórkową. 
Aby przybliżyć się do zweryfikowania przypuszczenia, że cząsteczki NO (powstające na skutek 
aktywności NOS) zaangażowane w procesy związanych z programowaną śmiercią komórkową, biorą udział 
w formowaniu się nekroz, na kolejnym etapie badań, wykonano analizę lokalizacji tlenku azotu(II)  
na przekrojach poprzecznych przez liście roślin tytoniu rosnących w obecności L-NAME i 200 µM Zn  
oraz wysokiego stężenia Zn (bez L-NAME) (patrz: rozdział 3.2.4.5). Równocześnie z lokalizacją NO, 
określano lokalizację cynku w liściach badanych roślin. Na podstawie znanej roli NO w procesach PCD 
zależnych od toksycznego działania metali ciężkich, w tym cynku (Xu i wsp. 2010, Ye i wsp. 2013), 
oczekiwano, że wzór rozmieszczenia wysokich stężeń tlenku azotu(II) w tkankach liścia, będzie pokrywał 
się z wzorem lokalizacji cynku w komórkach akumulujących oraz nekrozach. Wynik ten mógłby 
wskazywać, że NO jest zaangażowany w powstawanie zależnych od wysokiego stężenia Zn nekroz  
z komórek akumulujących na drodze programowanej śmierci komórkowej. 
Pokazano, że na przekrojach poprzecznych przez liście roślin poddanych ekspozycji na L-NAME, 
ma miejsce słabsza zielona fluorescencja, świadcząca o obecności NO, w porównaniu z roślinami rosnącymi 
na pożywce kontrolnej (Rys. 24.). Zaobserwowano, że wzór rozmieszczenia NO w tkankach liścia jest taki 
sam, jak wzór dystrybucji Zn (Rys. 24.). Udowodniono, że w roślinach rosnących w obecności wysokiego 
stężenia cynku w pierwszych dwóch dobach od początku ekspozycji na Zn NO lokalizuje się w grupach 
komórek miękiszu. W kolejnych dwóch dobach NO gromadzi się w obszarach nekrotycznych, 
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prawdopodobnie w wyniku dyfuzji, z sąsiadujących żywych komórek (Rys. 24.). W roślinach poddanych 
ekspozycji na L-NAME i 200 µM Zn wykazano tę samą sekwencję zdarzeń, jednak opóźnioną o jeden dzień 
w stosunku do tej otrzymanej dla roślin rosnących w obecności tylko wysokiego stężenia cynku (Rys. 24.). 
Na podstawie powyższych wyników można przypuszczać, że tlenek azotu(II) (najprawdopodobniej 
powstający przy udziale NOS) jest zaangażowany w procesy powstawania zależnych od wysokiego stężenia 
cynku nekroz w obrębie liści tytoniu. Biorąc pod uwagę, iż NO jest cząsteczką sygnałową w mechanizmach 
PCD, można domniemywać, że opisywane nekrozy powstają na drodze programowanej śmierci 
komórkowej. 
Oprócz tlenku azotu(II) w mechanizmach programowanej śmierci komórkowej ważną rolę pełnią 
geny, które ze względu na ich kluczowe funkcje w przebiegu PCD, nazwano „markerami PCD”. Zgodnie  
z danymi literaturowymi wzrost ekspresji powyższych genów świadczy o uruchomieniu mechanizmów 
związanych z PCD w badanym materiale. I tak, ekspresja genu BI-1 (jednego z „markerów PCD”) jest 
indukowana w roślinach w odpowiedzi na biotyczne i abiotyczne czynniki (w tym metale) indukujące 
programowaną śmierć komórkową. Wzrost ekspresji BI-1 wykazano m.in. podczas PCD zależnej do ataku 
patogenu w roślinach Arabidopsis, Capsicum annuum i O. sativa (Kawai i wsp. 1999, Kawai-Jamada i wsp. 
2004, Watanabe i Lam 2006, Isbat i wsp. 2009). Gen NtSIPK z kolei koduje tytoniową kinazę MAPK, 
aktywowaną podczas PCD przez kwas salicylowy (Zhang i Liu 2001). Udział MAPKs wykazano  
m.in. w roślinach Arabidopsis podczas programowanej śmierci komórkowej indukowanej działaniem ozonu 
(Samuel i Ellis 2002). Ekspresja NtSIPK jest indukowana także poprzez NO (Kumar i Klessing 2000). 
Udowodniono ponadto, że wzrost ekspresji NtSIPK ma miejsce podczas PCD wywołanej atakiem wirusa 
mozaiki tytoniu (Zhang i Liu 2001). Geny rboh („markery PCD”) kodują błoną oksydazę NADPH regulującą 
poziom ROI (ang. reactive oxygen intermediates) podczas rozwoju roślin, ale także w trakcie stresów 
biotycznych i abiotycznych (Marino i wsp. 2012). Wykazano, że w tytoniu, ale także innych w gatunkach 
roślin, geny rboh biorą udział w regulacji mechanizmów PCD (Yoshioka i wsp. 2003, Yakimova i wsp. 
2008, Huang i wsp. 2014, Monetti i wsp. 2014). Wzrost ekspresji genów rboh był obserwowany w roślinach 
m.in. podczas ataku patogenu, stresu spowodowanego zasoleniem, czy wysokim stężeniem metali (Yoshioka 
i wsp. 2003, Huang i wsp. 2014, Yekkour i wsp. 2015). W niniejszej pracy pokazano wzrost ekspresji genów 
NtBI-1, NtSIPK, NtrbohF w liściach roślin rosnących w obecności wysokiego stężenia Zn w pożywce,  
w porównaniu z roślinami rosnącymi w warunkach optymalnego stężenia cynku podłożu (Rys. 26.). Stanowi 
to zatem kolejne wskazanie na udział PCD w powstawaniu nekroz na liściach roślin tytoniu rosnącego  
w obecności wysokiego stężenia Zn. 
Zestawiając wyniki analiz ekspresji genów „markerów PCD” (patrz: rozdział 4.2.4), z wynikami 
wskazującymi na rolę NO w procesach tworzenia się nekroz (patrz: rozdziały 4.2.1 i 4.2.2) oraz danymi  
na temat obecności komórek PCD – pozytywnych wykazanych za pomocą metody TUNEL na przekrojach 
przez liście roślin tytoniu rosnących w obecności wysokiego stężenia Zn (patrz: rozdział 4.2.3), można 
przypuszczać, że nekrozy powstają na drodze PCD (Weremczuk i wsp. 2017). Tym samym postawiona  
w pracy Siemianowski i wsp. (2013) hipoteza zakładająca, że akumulacja dużych stężeń cynku w wybranych 
komórkach miękiszu (które następnie zamierają magazynując toksyczny nadmiar metalu) jest formą strategii 
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ochrony rośliny przed nadmiarem Zn, może być prawdziwa. Co warte podkreślenia, o ile mechanizm 
wybiórczej akumulacji metali w tylko niektórych komórkach tej samej tkanki był dotychczas opisywany  
w literaturze (Küpper i wsp. 1996, 1998, 2000, Zhao i wsp. 2000; Ma i wsp. 2005; Cestone i wsp. 2012; 
Lefèvre i wsp. 2013), o tyle nie istnieją prace, w których opisano molekularne i fizjologiczne mechanizmy 
gromadzenia dużych ilości metali w komórkach akumulujących. Akumulację wysokich stężeń metali tylko 
w niektórych komórkach tej samej tkanki badacze interpretowali, jako formę strategii ochrony sąsiadujących 
komórek przed toksycznym nadmiarem metalu, jednak nikt nie powiązał tego zjawiska z programowaną 
śmiercią komórkową. 
W prezentowanej pracy po raz pierwszy wskazano, że powstawanie nekroz w wyniku ekspozycji 
roślin na wysokie stężenie cynku nie jest przykładem śmierci nekrotycznej, lecz jest efektem programowanej 
śmierci komórkowej. Mechanizm gromadzenia się toksycznego nadmiaru metalu w komórkach 
akumulujących zaobserwowano w roślinach dotychczas także w przypadku jonów: magnezu (Küpper i wsp. 
1996, 1998, 2000), kadmu (Küpper i wsp. 2000; Zhao i wsp. 2000; Ma i wsp. 2005, Lefèvre i wsp. 2013), 
czy miedzi (Cestone i wsp. 2012), których toksyczność objawia się także m.in. nekrozami w obrębie blaszek 
liściowych (Viehweger 2014). Można ostrożnie założyć, że w przypadku powyższych metali, nekrozy także 
mogą być efektem zamierania komórek akumulujących. Warto zauważyć, że przedstawione wyżej badania 
były prowadzone na bardzo różnych gatunkach roślin: Brassica carinata, A. thaliana, Z. fabago,  
T. caerulescens, A. halleri, co dodatkowo może sygnalizować powszechność opisywanego mechanizmu. 
5.2 Rola apoplastu w generowaniu i odbiorze sygnału o poziomie cynku  
w komórce 
Badania prowadzone w pracy doktorskiej miały na celu wstępne określenie roli apoplastu  
w procesie formowania się nekroz. Wcześniejsze badania sugerują, iż poziom Zn w apoplaście może 
indukować mechanizmy odpowiedzialne za zróżnicowany załadunek cynku do komórek akumulujących 
(Siemianowski i wsp. 2013). Jednak jak do tej pory bardzo niewiele wiadomo na temat tego, jakie 
mechanizmy mogłyby być odpowiedzialne za generowanie, odbiór i przekazywanie sygnału o stężeniu 
cynku w ścianie komórkowej. Ta luka w wiedzy jest zastanawiająca, gdyż bez trudu można znaleźć 
informację o roli ściany komórkowej np. w odpowiedzi rośliny na patogen (Engelsdorf i Hamann 2014, 
Wolf 2017). Także kwestie dotyczące pobierania, transportu i akumulacji cynku w roślinach, są bardzo 
szeroko badane (Broadley i wsp. 2007, Gupta i wsp. 2016, Viehweger 2014). Nie wiadomo jednak, w jaki 
sposób zachodzi detekcja poziomu Zn w komórce roślinnej. W pracy Viehweger (2014) zasugerowano,  
że percepcja metali (w tym Zn) w roślinach odbywa się najprawdopodobniej za pomocą receptorów 
uruchamiających wewnątrzkomórkowe szlaki MAPKs. Biorąc pod uwagę tezę, iż sygnał o stężeniu cynku 
w komórce jest odbierany w apoplaście (Siemianowski i wsp. 2013), wydaje się, że należy szukać 
odpowiedzi na pytanie: „Jakie mechanizmy są odpowiedzialne za generowanie, odbiór i przekazywanie 
sygnału o stężeniu cynku w komórce?”, pośród receptorów o apoplastycznych domenach, indukujących 
wewnątrzkomórkowe szlaki MAPKs. W publikacjach możemy znaleźć informacje na temat kilku takich 
receptorów. BAK1 jest koreceptorem BRI1 zaangażowanym w mechanizmy rozwoju roślin, ale także 
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obrony przed mikroorganizmami. Uruchamia także szlaki MAPKs podczas procesów PCD (Kemmerling  
i wsp. 2007). Receptor PEPR1/2 z kolei aktywuje szlaki MAPKs w trakcie ataku patogenu (Tena i wsp. 
2011). Dość dobrze opisanymi receptorami błonowymi o apoplastycznej domenie, indukującymi szlaki 
MAPKs, są WAKs/WAKLs. W mutantach z delecją wak2-1 zaobserwowano obniżoną aktywność MAPK3, 
co sugeruje, że WAK1-2 regulują wewnątrzkomórkowe szlaki kinaz MAPKs (Verica i wsp. 2002). 
Wykazano także, że WAK1 uruchamia kinazy MAPK3 i MAPK6 podczas ataku patogenu (Kohorn 2015). 
Niewiele jest informacji na temat roli WAKs/WAKLs w odpowiedzi roślin na cynk. Jak dotychczas 
wykazano, że podwyższone stężenie jonów Zn w pożywce powoduje wzrost ekspresji AtWAKL1 w roślinach 
A. thaliana (Hou i wsp. 2005). Udowodniono również, że ekspresja AtWAKL4 była potrzebna do indukcji 
genów m.in. z rodziny ZIP (ang. ZRT IRT-like protein) związanych z homeostazą metali (w tym Zn)  
w roślinie (Yang i wsp. 2010). Na funkcjonalną rolę AtWAKL4 w procesach sygnałowych poziomu Zn 
wskazuje także zniesienie ekspresji genów AtZIP1, 2, 3, 4 w mutantach insercyjnych WAKL4 (Yang i wsp. 
2010). 
Biorąc pod uwagę dostępne dane, wydaje się, że to pośród WAKs/WAKLs należy poszukiwać 
receptorów odwiedzanych za odbiór i przekazywanie sygnału o stężeniu cynku w komórce. W podczas 
doktoratu wykonano badania mające na celu sprawdzenie, czy WAKs/WAKLs mogłyby być zaangażowane 
w formowanie się nekroz powstających w obrębie blaszek liści tytoniu rosnącego w obecności wysokiego 
stężenia cynku w pożywce. Pierwszym etapem weryfikacji założenia była analiza ekspresji wszystkich 
WAKs/WAKLs w liściach tytoniu. Poszukiwano genu, którego ekspresja byłaby indukowana w obecności 
wysokiego stężenia Zn. Jak dotychczas nie zdefiniowano w roślinach tytoniu kinaz związanych ze ścianą 
komórkową. W niniejszej pracy po raz pierwszy odszukano w bazach bioinformatycznych 18 genów 
kodujących NtWAKs/NtWAKLs, co stanowiło wszystkie kinazy związane ze ścianą komórkową w tytoniu 
(patrz: rozdział 4.3.1). Okazało się, że ekspresja dla trzech potencjalnych NtWAK2 oraz jednego NtWAKL20 
rosła w pierwszych trzech dobach od początku ekspozycji roślin na wysokie stężenie cynku w podłożu,  
w porównaniu z roślinami rosnącymi na pożywce kontrolnej (Rys. 27.). Wynik sugeruje, że geny te mogą 
odgrywać rolę w odbiorze i przekazywaniu sygnału o stężeniu cynku w apoplaście. Jak dotąd nie wskazano 
na rolę WAK2 lub WAKL20 w odpowiedzi roślin na wysokie stężenie cynku (a także innych metali). 
Dotychczas zasugerowano, że w roślinach A. thaliana WAK2 jest najprawdopodobniej zaangażowany  
w mechanizmy wzrostu i rozwoju, gdyż jest najsilniej eksprymowany w merystemach wierzchołkowych 
(Verica i wsp. 2002). Wykazano, że AtWAK2 aktywuje szlaki MAPK3 podczas procesów rozwoju (Kohorn 
i wsp. 2009). Zaobserwowano też, że mutacja w genie kodującym jedną z cytoplazmatycznych RLK: 
AtROG2 (ang. response to OG2) oraz prawdopodobnym białku scaffoldowym AtREMI1.3 (ang. remorin 1.3) 
wpływa na aktywność AtWAK2, co może sugerować nieznane jeszcze funkcjonale powiązania miedzy tymi 
białkami (Kohorn i wsp. 2016). 
Wzrost ekspresji potencjalnych NtWAK2 w liściach tytoniu w obecności wysokiego stężenia Zn 
może sugerować ich ewentualne zaangażowanie w formowanie się nekroz i były przesłanką do określenia 
na kolejnym etapie badań lokalizacji NtWAK2 w komórkach liści (patrz: rozdział 3.2.3.3). Przeprowadzono 
transformację roślin konstruktem pNtWAK2::DsRED. Oczekiwano, że obserwowany wzór lokalizacji 
95 
 
NtWAK2 na przekrojach poprzecznych przez liście roślin rosnących w obecności wysokiego stężenia Zn, 
będzie pokrywał się ze wzorem lokalizacji cynku w komórkach akumulujących i nekrozach. Wynik taki 
byłby pośrednim dowodem na zaangażowanie NtWAK2 w przekazywanie sygnału generującego 
powstawanie zależnych od wysokiego stężenia cynku obszarów pre-nekrotycznych/nekroz w liściach 
tytoniu. Ze względu na ograniczoną ilość czasu nie udało się dokończyć jednak planowanych analiz. 
Na podstawie przeprowadzonych w pracy analiz ekspresji genów NtWAKs/NtWAKLs udało się 
ustalić, że NtWAK2 jest najprawdopodobniej zaangażowany w odbiór i przekazywanie sygnału o stężeniu 
cynku w apoplaście. Powstaje zatem pytanie, jakie zmiany w apoplaście generują ten sygnał? 
Aby odpowiedzieć na to pytanie, warto zajrzeć do publikacji na temat budowy WAKs. Wykazano 
bowiem, że kinazy te posiadają apoplastyczną domenę wiążącą pektyny (Kohorn 2016). Udowodniono 
także, że WAK1 może wiązać białka GRP3 do swojego fragmentu znajdującego się ścianie (Park i wsp. 
2001). Wydaje się więc, że to pomiędzy pektynami i białkami bogatymi w glicynę należy poszukiwać 
cząsteczek generujących sygnał o stężeniu Zn w apoplaście. 
Pektyny są wielocukrami powszechnie występującymi w ścianach komórkowych i przestrzeniach 
międzykomórkowych roślin (Willats i wsp. 2001, Mohnen 2008). Mogą być one selektywnie remodelowane 
i degradowane przez enzymy podczas wzrostu i rozwoju komórki (Kohorn 2000, Somerville i wsp. 2004, 
Anderson i wsp. 2010), ale także podczas odpowiedzi roślin na bodźce stresowe (Bethke i wsp. 2014, Kohorn 
i wsp. 2016). Pektyny są syntetyzowane w aparacie Golgiego jako metyloestryfikowane cząsteczki kwasu 
1-4-D-galakturonowego, a następnie transportowane do ściany komórkowej (Seifert i Blaukopf 2010). 
Metyloesteraza pektyn w ścianie tworzy w pektynach ujemy ładunek umożliwiając im przyłączenie się 
jonów wapnia i tworzenie usieciowania. Mechanizm ten jest wykorzystywany przez roślinę np. podczas 
wzrostu (Bosch i Kepler 2005, Peaucelle i wsp. 2012). Zaproponowano, że pektyny podczas wzrostu  
są trawione na krótkie odcinki, co prowadzi do rozluźnienia ściany i umożliwia rozrost protoplastu (Willats 
i wsp. 2001, Monhnen 2008). Wykazano także, że podczas ataku patogenu długie łańcuchy pektyny są cięte 
na krótsze odcinki, które z kolei odpowiadają za przekazywanie do wnętrza komórki informacji o stresie 
(Ferrari i wsp. 2013). Pektyny klasyfikuje się ze względu na stopień zestryfikowania zawartych w nich grup 
karboksylowych, określający udział zestryfikowanych jednostek kwasu galakturonowego w stosunku  
do ogólnej liczby reszt tego kwasu. Według tego kryterium wyróżnia się pektyny wysokoestryfikowane 
(stopnień estryfikacji 60-75%) i niskoestryfikowane (<50%) (Pińkowska i Złocińska 2014). Zauważono,  
że stopień estryfikacji pektyn zmienia się podczas ekspozycji roślin na metale. Wzrost poziomu pektyn  
w ścianie, głównie nisko-estryfikowanych, zaobserwowano m.in. podczas ekspozycji roślin A. cepa na jony 
ołowiu (Wierzbicka 1998) oraz w hipokotylach roślin L. usitatissimum poddanych ekspozycji na kadm 
(Douchiche i wsp. 2007). W niniejszej pracy określano jak zmienia się zwartość poszczególnych frakcji 
pektyn w liściach roślin tytoniu poddanego ekspozycji na wysokie stężenie Zn w pożywce. W tym celu 
zastosowano metodę mikromacierzy cukrowych (patrz: rozdział 3.2.9). Wykazano w badanym materiale 
obecność następujących rodzajów pektyn: częściowo zestryfikowanych, niezestryfikowanych,  
(1-4)-β-D-galaktanu i ramnogalakturonanu I (Rys. 29.). Odnotowano, że jedynie zawartość 
ramnogalakturonanu I w liściach różni się pomiędzy roślinami rosnącymi w obecności wysokiego stężenia 
96 
 
cynku, a roślinami rosnącymi w warunkach kontrolnych. Co istotne, zawartość tej frakcji pektyn rośnie wraz 
z kolejnymi dniami od podania metalu (Rys. 29.). Wiadomo, że RG I występuje w ścianach komórkowych 
jako dimer o cząsteczkach połączonych ze sobą za pomocą wiązań kowalencyjnych diestrami kwasu 
borowego. Dimer ten wykazuje zdolność do tworzenia kompleksów z kationami dwuwartościowymi  
np. Pb2+ lub Sr2+ (Vidal i wsp. 2000). Wykrycie tej frakcji pektyn w liściach tytoniu rosnącego w obecności 
wysokiego stężenia cynku wydaje się być uzasadnione, gdyż cynk tworzy także jony dwuwartościowe Zn2+. 
Jednak uzyskany wynik wskazujący, iż poziom pektyn nisko-estryfikowanych utrzymuje się  
na porównywalnym poziomie w liściach roślin tytoniu rosnącego w obecności wysokiego stężenia Zn  
i warunkach optymalnego stężenia Zn (Rys. 29.), stoi w opozycji do danych literaturowych. Publikacje 
wskazują bowiem, że pod wpływem ekspozycji roślin na metale ciężkie, w ścianach komórkowych wzrasta 
poziom pektyn nisko-estryfikowanych (Wierzbicka 2001, Douchiche i wsp. 2007). Trzeba zaznaczyć,  
że przytoczone badania dotyczą wpływu na ścianę komórkową kadmu i ołowiu, a nie cynku. Być może 
mechanizm odziaływania cynku z pektynami ściany, różni się od mechanizmu interakcji kadmu i ołowiu  
z pektynami. Należy też pamiętać, że cząsteczki ramnogalakturonanu I są frakcją pektyn, której łańcuchy 
mogą mieć niski stopień estryfikacji. Można więc przypuszczać, że interakcje RG I z metalami mogą być 
podobne jak interakcje pektyn o niskim stopniu estryfikacji, tylko o prostszych łańcuchach. 
Aby określić, która frakcja pektyn jest odpowiedzialna za przekazywanie sygnału o wysokim 
stężeniu cynku prowadzącym do formowania się nekroz z komórek akumulujących, wykonano 
immunolokalizację poszczególnych frakcji pektyn (patrz: rozdział 3.2.10.4). Analizę wykonywano  
na przekrojach poprzecznych przez liście roślin tytoniu, przez ostatnie cztery dni hodowli poddawanego 
ekspozycji na wysokie stężenie cynku w podłożu. Określano lokalizację tych pektyn, których obecność  
w badanym materiale została wcześniej potwierdzona za pomocą mikromacierzy cukrowych. Były  
to pektyny: częściowo zestryfikowane, niezestryfikowane, (1-4)-β-D-galaktan, i ramnogalakturonan I.  
W wyniku immunolokalizacji wykazano, że pektyny niezestryfikowane, niezależnie od zastosowanego 
stężenia cynku w pożywce, rozkładały się równomiernie w ścianach komórkowych liści roślin rosnących 
zarówno w obecności wysokiego stężenia cynku, jak i na pożywce kontrolnej (Rys. 30.). Zawartość pektyn 
częściowo zestryfikowanych i (1-4)-β-D-galaktanu w badanym materiale była poniżej progu detekcji 
stosowanej metody. Ramnogalakturonan I z kolei w pierwszych dobach od podania cynku rozmieszczony 
był równomiernie w ścianach komórek liści roślin poddanych ekspozycji na 200 µM Zn. Następnie, wraz  
z upływem czasu, gromadził się w ścianach grup komórek miękiszu palisadowego (Rys. 31.). Na przekrojach 
poprzecznych przez liście wzór lokalizacji komórek miękiszu palisadowego z obecnym RG I w ścianach, 
był taki sam jak wzór lokalizacji komórek akumulujących i nekroz. W liściach roślin rosnących na pożywce 
kontrolnej nie stwierdzono obecności ramnogalakturonanu I (Rys. 29., Rys. 31.). 
Wyniki immunolokalizacji wskazują, że cząsteczki ramnogalakturonanu I mogłyby być 
odpowiedzialne z generowanie sygnału o stężeniu cynku w apoplaście. Wzór lokalizacji tej frakcji pektyn 
na przekrojach poprzecznych liści tytoniu rosnących w obecności wysokiego stężenia cynku były taki sam, 
jak wzór lokalizacji komórek akumulujących oraz nekroz zależnych od wysokiego stężenia Zn. 
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Wracając do pytania, w jaki sposób generowany jest sygnał o stężeniu cynku w apoplaście liści 
roślin tytoniu rosnących w obecności wysokiego stężenia Zn w pożywce, na podstawie wyników niniejszej 
pracy można przypuszczać, że za pomocą cząsteczek RG I. Rezultat ten znajduje potwierdzenie w literaturze. 
Udowodniono bowiem, że w roślinach A. thaliana AtWAK2 wykazuje wyższe powinowactwo do kwasu 
oligogalakturonowego oraz ramnogalakturonanu I i II (podczas gdy AtWAK1 do pektyn  
de-estryfikowanych) (He i wsp. 1999, Kohorn 2016). Należy jednak pamiętać, że kinazy związane ze ścianą 
komórkową mogą wiązać do swojej apoplastycznej części nie tylko pektyny. W pracy Park i wsp. (2001)  
za pomocą drożdżowego układu dwuhybrydowego wykazano, że znajdująca się w ścianie komórkowej 
domena kinazy AtWAK1, jest zdolna do wiązania znajdujących się w ścianie komórek cząsteczek białka 
bogatego w glicynę 3. Wyniki te zostały potwierdzone w pracach Wagner i Kohorn 2001 oraz Mangeon  
i wsp. 2010, w których w A. thaliana wykazano ponadto, że obecny w GRP3 region bogaty w cysteiny jest 
kluczowy dla wiązania się z WAK1. Udowodniono także, że obszar bogaty w glicynę nie jest istotny  
w wiązaniu się GRP3 do WAK1 (Kohorn 2016). W kolejnych badaniach pokazano, że białko GRP3 
przyłączone do domeny WAK1 odpowiada za inhibicję sygnału przekazywanego ze ściany do wnętrza 
komórki rośliny podczas zranienia, ataku patogenu, ekspozycji na wysokie stężenie glinu, czy stresu suszy 
(Mangeon i wsp. 2017). Wykazano także, że rośliny z nadekspresją AtWAK1 były bardziej tolerancyjne na 
glin, w porównaniu z roślinami typu dzikiego (Sigavuru i wsp. 2003). Z pracy Ueki i Citovsky (2005) 
wiadomo, że obecne w ścianie komórkowej roślin tytoniu indukowane kadmem białka cdiGRP odpowiadają 
za regulację syntezy kallozy w komórkach tkanki przewodzącej. 
Na podstawie informacji o potencjalnym udziale białka GRP3 w przekazywaniu sygnału z apoplastu 
do wnętrza komórki za pośrednictwem WAK1 (w tym informacji o roli kompleksu AtWAK1/AtGRP3  
w zwiększeniu tolerancji roślin na glin oraz indukcji syntezy kalozy za pomocą zależnych od Cd, cdiGRP), 
w niniejszej pracy postanowiono zweryfikować hipotezę, iż sygnał o stężeniu cynku w apoplaście liści 
tytoniu jest generowany za pośrednictwem zlokalizowanych w ścianie NtGRP. W tym celu przeanalizowano 
ekspresję wszystkich zdefiniowanych w bazach NCBI tytoniowych białek GRP (patrz: rozdział 4.3.4).  
W wyniku badań jedynie dla genu kodującego białko NtGRP o numerze CAB67122.1 wykazano wzrost 
ekspresji w liściach roślin poddanych ekspozycji na wysokie stężenie Zn we wszystkich czterech dobach od 
podania metalu, w porównaniu z roślinami rosnącymi w warunkach kontrolnych (Rys. 32. B). Wyciągnięto 
wniosek, że gen NtGRP/CAB67122.1 może odgrywać najbardziej znaczącą rolę w przekazywaniu sygnału 
o stężeniu cynku w apoplaście. Dodatkowo zwrócono uwagę na ważną zależność, że ekspresja 
NtGRP/CAB67122.1 w badanych warunkach ujemnie koreluje z ekspresją NtWAK2 (Rys. 27.). Pozwala  
to przypuszczać, że między tymi białkami istnieją funkcjonalne powiązania. 
W celu podsumowania badań dotyczących roli apoplastu w generowaniu i przekazywaniu sygnału 
o stężeniu cynku w komórce, wyniki ekspresji NtWAK2, NtGRP3/CAB67122.1 oraz analizy zawartości 
ramnogalakturonanu I w badanych liściach w kolejnych dobach od początku ekspozycji roślin na wysokie 
stężenie cynku, przedstawiono graficznie na Rys. 33. Na rysunku zaznaczono jony cynku (Zn2+) – stężenie 
tego metalu w apoplaście, cząsteczki GRP (niebieskie trójkąty) oraz cząsteczki ramnogalakturonanu I 
(zielone kółka). W błonie komórkowej pokazano NtWAK2 (zielone prostokąty). Literami A., B., C. i D. 
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opisano kolejne doby od początku ekspozycji roślin na wysokie stężenie cynku w pożywce. Liczebność 
symboli na Rys. 33., oznaczających NtWAK2 oraz NtGRP, wskazuje na poziom ekspresji genów 
kodujących badane białka (patrz: rozdziały 4.3.1 i 4.3.4). Liczebność symboli oznaczających 
ramnogalakturonan I, schematycznie przedstawia zawartości tej frakcji pektyn w liściach badanych roślin 
(patrz: rozdział 4.3.3). 
 
Rys. 33. Schematyczne przedstawienie wyników analiz ekspresji NtWAK2, NtGRP/CAB67122.1 oraz zawartości 
ramnogalakturonanu I w blaszkach liści sześciotygodniowego tytoniu rosnącego w pożywce ¼ Knopa 
 (warunki kontrolne) oraz przez ostatnie 4 dni eksponowanego na 200 µM Zn. Liczebność symboli 
oznaczających NtWAK2 (zielone prostokąty) oraz NtGRP (niebieskie trójkąty) na rysunku oddaje poziom 
ekspresji genów kodujących badane białka. Liczebność symboli oznaczających ramnogalakturonan I  
(zielone kółka) przedstawia zawartość tej frakcji pektyn w liściach badanych roślin, a liczeność Zn2+ odpowiada 
stężeniu cynku w apoplaście. 
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Wykazano, że w liściach roślin tytoniu poddanych ekspozycji na wysokie stężenie cynku następuje 
wzrost ekspresji NtWAK2, NtGRP3/CAB67122.1 oraz wzrost zawartości ramnogalakturonanu I  
w porównaniu z liśćmi roślin rosnących w warunkach kontrolnych we wszystkich dobach od początku 
ekspozycji na wysokie stężenie Zn.  
W liściach roślin rosnących w obecności wysokiego stężenia Zn w podłożu w drugiej dobie  
w porównaniu z dobą pierwszą, ma miejsce wzrost poziomu ekspresji NtWAK2, wzrost zawartości 
ramnogalakturonanu I, ale spadek ekspresji NtGRP (Rys. 33., A. i B.). W trzeciej dobie w porównaniu  
z dobą drugą ponownie obserwujemy wzrost poziomu ekspresji NtWAK2, wzrost zawartości 
ramnogalakturonanu I oraz spadek poziomu ekspresji NtGRP (Rys. 33., B. i C.). W czwartej dobie  
w porównaniu z dobą trzecią następuje spadek poziomu ekspresji NtWAK2, wciąż ma miejsce wzrost 
zawartości ramnogalakturonanu I, lecz tym razem notujemy wzrost poziomu ekspresji NtGRP (Rys. 33., C. 
i D.). Wraz z kolejnymi dobami od początku ekspozycji zawartość cynku w apoplaście rośnie (Rys. 33.). 
Model generowania i przekazywania sygnału o stężeniu cynku w apoplaście liści roślin tytoniu 
rosnących w obecności wysokiego stężenia Zn w pożywce może zatem wyglądać następująco: 
1. Obecne w ścianie komórkowej białka NtGRP/CAB67122.1 przyłączają się do apoplastycznej 
domeny NtWAK2 i blokują sygnał prowadzący do powstawania nekroz z komórek 
akumulujących (Rys. 33., A.). 
2. Wraz z rosnącym stężeniem cynku w ścianie następuje zwiększona synteza ramnogalakturonanu 
I, którego cząsteczki przyłączają się do apoplastycznej części NtWAK2, uniemożliwiając 
przyłączenie się NtGRP/CAB67122.1 (Rys. 33., B.). Zaproponowano, iż przyłączenie RG I 
uniemożliwia równoczesne przyłączenie się do WAK, białka GRP, jednak nikt dotychczas nie 
badał tej zależności. 
3. Na skutek sygnału wygenerowanego przez wiązanie się RG I do NtWAK2, zachodzi indukcja 
ekspresji NtWAK2 oraz represja ekspresji NtGRP; następuje także wygenerowanie sygnału 
prowadzącego do powstawania nekroz z komórek akumulujących najprawdopodobniej na drodze 
PCD (Rys. 33., C.). Dotychczas niewiele jest prac na temat zależności pomiędzy ekspresją WAK 
i GRP. W pracy Anderson i wsp. (2001) dowiedziono, że podanie do pożywki AtGRP3 
indukowało w protoplastach A. thaliana ekspresję WAK1. Nie opublikowano jak do tej pory 
wyników badań na temat tego, jakie informacje mogą przenosić cząsteczki RG I. 
4. Formują się nekrozy. Spada poziom ekspresji NtWAK2, a na skutek sprzężenia zwrotnego 
następuje indukcja ekspresji NtGRP (Rys. 33., D.). 
Na podstawie wyników niniejszej pracy zaproponowano, że NtGRP blokuje przyłączanie się 
cząsteczek pektyn do NtWAK2 i tym samym zatrzymuje przekazywanie sygnału inicjującego powstawanie 
nekroz. W pracy Gramegna i wsp. (2016) zasugerowano, że AtGRP3 może być allosterycznym modulatorem 
AtWAK1, który obniża powinowactwo do przyłączania pektyn. Rośliny A. thaliana z nadekspresją AtWAK1 
oraz rośliny z wyciszonym genem AtGRP3 wykazywały taki sam fenotyp – większą odporność na 
patogennego grzyba Botrytis cinerea (Brutus i wsp. 2010, Gramegna i wsp. 2016). Dodatkowo w roślinach 
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z wyciszonym genem AtGRP3 miał miejsce wyższy poziom ekspresji AtWAK1 w porównaniu z roślinami 
typu dzikiego (Gramegna i wsp. 2016).  
W literaturze opisano występowanie kompleksu AtWAK1/AtGRP3 w roślinach A. thaliana  
oraz potwierdzono in vivo i in vitro interakcję CpWAK1 z CpGRP1 w roślinach Craterostigma 
plantagineum (Park i wsp. 2001, Giarola i wsp. 2016). Nie wiadomo, czy pozostałe WAK2-5 i pozostałe 
GRPs z II klasy tworzą podobne kompleksy, jak WAK1 z GRP3/GRP1. W bieżącej pracy po raz pierwszy 
wskazano na możliwą interakcję WAK2 z białkiem bogatym w glicynę znajdującym się w ścianie 
komórkowej. 
Być może jednak model przyjęty w pracy, że białko NtGRP/CAB67122.1 wiąże się z NtWAK2, 
nie jest poprawny. Należy przypomnieć, że istnieją GRP zlokalizowane w ścianie, pełniące funkcję 
strukturalne. Wykazano na przykład, że PvGRP-1.8 bierze najprawdopodobniej udział w odkładaniu się  
w ścianie komórkowej ligniny (Keller i wsp. 1989). Z kolei w roślinach A. glutinosa udowodniono,  
że specyficzne dla korzeni GRP, występujące w ścianach komórkowych, mogą wiązać jony niklu. 
Zasugerowano, że białko to może odgrywać rolę chelatora tego metalu w ścianie (Pawłowski i wsp. 1997). 
Czy możliwe jest, aby NtGRP/CAB67122.1 odpowiadało, za odkładanie się np. lignin w ścianach komórek 
liści tytoniu? Albo miało za zadanie wiązanie jonów cynku? Odpowiedzi na te pytania wymagają dalszych 
badań. 
Również ciekawym zagadnieniem do dalszych badań jest kwestia, w jaki sposób następuje 
załadunek dużych zawartości cynku do komórek akumulujących, a w konsekwencji nekroz. Wiadomo 
bowiem, że pierwszym etapem powstawania nekroz, jest załadunek dużych zawartości Zn do grup komórek 
mezofilu. Można oczekiwać zatem, że ekspresja genów kodujących transportery cynku (patrz: rozdział 
1.1.1) w komórkach akumulujących powinna być wyższa, niż sąsiadujących nieakumulujących. Być może 
istnieje pewne progowe stężnie cynku w komórce i apoplaście, które warunkuje zamiernie grup komórek 
akumulujących. Bez odpowiedzi pozostaje pytanie, w jakie fizjologiczne i molekularne mechanizmy są 
odpowiedzialne za takie funkcjonalne zróżnicowanie morfologicznie podobnych komórek mezofilu? 
5.3 Podsumowanie 
Nadmiar cynku, chociaż jest mikroelementem, jest toksyczny, a zdolność roślin do akumulacji jego 
wysokich stężeń w liściach jest jednym z czynników warunkujących poziom tolerancji na ten metal. 
Wcześniejsze badania wykazały, iż w liściach tytoniu w homogennej pod względem morfologii tkanki 
mezofilu komórki różnią się zdolnością do akumulacji Zn. W roślinach rosnących w obecności wysokiego 
stężenia cynku, metal ten jest gromadzony w mezofilu w grupach komórek (nazwanych komórkami 
akumulującymi), co chroni sąsiadujące komórki przed jego nadmiarem. Z tego względu brak jednorodności 
w akumulacji Zn w komórkach tej samej tkanki liścia zinterpretowano, jako formę strategii ochronnej. Kiedy 
poziom Zn w komórkach akumulujących przekroczy pewien poziom progowy, przekształcają się one  
w nekrozy, zatrzymując jednak zgromadzony metal w ich obrębie dzięki zlignifikowanym ścianom 
komórkowym (Siemianowski i wsp. 2013). W konsekwencji pojawianie się nekrozy na liściu w obecności 
wysokich stężeń Zn, zinterpretowano jako przejaw mechanizmu obronnego operującego na poziome liścia, 
a nie jak do tej pory uważano, jako przejaw wrażliwości roślin na nadmiar tego metalu. Fizjologiczne  
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i molekularne mechanizmy powstawania zależnych od wysokiego stężenia cynku nekroz dotychczas nie 
zostały opisane. Celem badań prowadzonych w ramach niniejszej pracy doktorskiej było poznanie ich 
molekularnych i fizjologicznych podstaw. Weryfikowano dwie hipotezy: pierwsza zakładała, że opisane 
nekrozy nie powstają na skutek śmierci nekrotycznej, lecz są efektem programowanej śmierci komórkowej. 
Testowanie drugiej miała na celu wstępne określenie roli apoplastu w formowaniu się nekroz z komórek 
akumulujących. Pierwsza hipoteza znalazła potwierdzanie w wyniku przeprowadzonych badań. W ramach 
weryfikacji drugiej hipotezy pokazano, że sygnał inicjujący powstawanie nekroz z komórek akumulujących 
jest najprawdopodobniej generowany za pomocą RG I, a odbierany i przekazywany do wnętrza komórki  
za pomocą NtWAK2. 
Na bazie wyników niniejszej pracy doktorskiej zaproponowano model generowania, odbioru  
i przekazywania do wewnątrz komórki sygnału prowadzącego do powstawania zależnych od wysokiego 
stężenia cynku nekroz w obrębie blaszek liści tytoniu (Rys. 34.). Na Rys. 34. zaznaczono jony cynku (Zn2+), 
cząsteczki NtGRP (niebieskie trójkąty) oraz cząsteczki ramnogalakturonanu I (zielone kółka). W błonie 
komórkowej pokazano NtWAK2 (zielone prostokąty), a wewnątrz komórki NtSIPK (niebieskie prostokąty) 
(Rys. 34.). 
 
Rys. 34. Schematyczne przedstawienie modelu generowania, odbioru i przekazywania sygnału o stężeniu cynku 
w apoplaście liści roślin tytoniu poddanego ekspozycji na wysokie stężenie cynku w pożywce. Opis w tekście. 
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Zaproponowano następujący model generowania, odbioru i przekazywania wewnątrz komórki 
sygnału prowadzącego do indukcji powstawania zależnych od wysokiego stężenia cynku nekroz w obrębie 
blaszek liści tytoniu na drodze PCD: 
1. Obecne w ścianie komórkowej cząsteczki NtGRP/CAB67122.1 przyłączone do apoplastycznej 
domeny NtWAK2 blokują sygnał inicjujący powstawanie nekroz z komórek akumulujących  
na drodze PCD (Rys. 34., A.). 
Niewiele wiadomo o wewnątrzkomórkowych sygnałach aktywowanych przy udziale kompleksu 
GRP/WAK. Wykazano, że w roślinach A. thaliana odmienne cząsteczki sygnałowe (elicytory) mogą 
generować różne odpowiedzi, w których pośredniczy AtGRP3. Flagelina (flg22) – elicytor ugryzienia,  
za pośrednictwem AtGRP3, indukowała w roślinach ekspresję genów ze szlaków odpowiedzi na atak 
patogenu. Z kolei ekspozycja roślin na oligogalakturonan hamowała ekspresję genów ze szlaków 
odpowiedzi na patogen (Gramegna i wsp. 2016, Mangeon i wsp. 2017). Wykazano, że kompleks 
AtGRP3/AtWAK1 był potrzebny do aktywacji białka chloplastowego OEE2 (ang. chloroplastic oxygen 
evolving), które oddziałuje z kinazową domeną AtWAK1, a jego fosforylacja odbywa się po przyłączeniu 
białka AtGRP3 do AtWAK1 (Yang i wsp. 2010). Brak jest badań wskazujących na rolę kompleksu 
GRP/WAK w inicjacji, lub represji sygnału o stężeniu metali ciężkich (w tym cynku) w apoplaście.  
W niniejszej pracy po raz pierwszy zasugerowano, że może istnieć taka zależności. 
2. Zwiększające się stężenie jonów cynku w apoplaście indukuje syntezę ramnogalakturonanu I, 
równolegle obniża się poziom ekspresji NtGRP. Cząsteczki RG I przyłączają się do apoplastycznej 
domeny NtWAK2, po czym zostaje wygenerowany sygnał aktywujący szlak kinaz MAPKs (w tym 
kinazy SIPK), będącymi w tym przypadku elementem indukującym PCD (Rys. 34., B.). 
Wykazano, że podczas ataku patogenu do apoplastycznej domeny WAK wiązały się krótkie 
fragmenty cząsteczek pektyn, tym samym indukując wewnątrzkomórkowe szlaki MAPK3 i MAPK6. 
Podczas wzrostu komórki do apoplastycznej domeny WAK wiązały się długie cząsteczki pektyn aktywując 
szlak MAKP3 (Kohorn 2015). Co istotne udowodniono, że w liściach roślin tytoniu poddanych ekspozycji 
na wysokie stężenie cynku w pożywce, ma miejsce indukcja ekspresji NtSIPK (genu kodującego jedną  
z tytoniowych kinaz MAPK) (Weremczuk i wsp. 2017). Istnieją pracę wskazujące, że metale ciężkie 
aktywują szlaki kinaza MAPKs w roślinach. W przypadku A. thaliana w indukcji kaspaz podczas PCD 
wywołanej kadmem, pośredniczyły MAPK6 (Ye i wsp. 2013). Udowodniono także, że mutanty A. thaliana 
z delecją mpk6 były mniej wrażliwe na wywołaną kadmem PCD (Jin i wsp. 2013). 
3. Sygnał o wysokim stężeniu cynku w apoplaście dociera do jądra komórkowego i następuje 
uruchomienie mechanizmów programowanej śmierci komórkowej, które w efekcie prowadzą  
do zamierania komórek (Rys. 34., C.). 
W ramach niniejszej pracy wykazano, że podczas formowania się martwych obszarów w obrębie 
liści roślin tytoniu rosnących w obecności wysokiego stężenia cynk w pożywce, w komórkach mezofilu 
dochodzi do charakterystycznego dla PCD cięcia DNA oraz aktywacji genów „markerów PCD”. 
Udowodniono także, że NO, cząsteczka sygnałowa w PCD, jest zaangażowana w mechanizmy formownia 
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się nekroz (Weremczuk i wsp. 2017). Na zakończenie należy zaznaczyć, że używany w literaturze 
przedmiotu (a także w niniejszej pracy doktorskiej) termin „nekrozy”, stosowany do określenia martwych 
komórek na liściach, zamierających na skutek działania wysokiego stężenia cynku, wydaje się błędny. 
Przedstawione badania sugerują powiem, że martwe obszary na liściu nie są efektem śmierci nekrotycznej, 
lecz programowanej śmierci komórkowej.  
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